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RESUMO 
 
A β-Lactoglubulina (β-Lg) é uma das proteínas mais antigênicas presente no leite 
bovino. Tratamentos físicos, químicos ou enzimáticos podem alterar a 
antigenicidade desta proteína. Em trabalho anterior, verificou-se que o potencial 
antigênico da β-Lg é reduzido quando polimerizada pela enzima transglutaminase 
(TG) na presença de cisteína (Cys). No entanto, o efeito da polimerização sobre o 
valor nutricional da β-Lg ainda não é conhecido. O presente estudo teve como 
objetivo avaliar o efeito da reação de polimerização catalisada pela TG na 
digestibilidade in vitro e atividade antigênica da β-Lg antes e após a ação das 
enzimas gastrintestinais. A β-Lg polimerizada pela TG (0, 10 ou 25 U g-1), após 
tratamento térmico ou na presença de agentes redutores Cys (0, 0,1 e 0,25 mol L-
1) ou ditiotreitol (DTT 0,02 mol -1), foi avaliada quanto à digestibilidade in vitro, 
utilizando as enzimas pepsina e pancreatina. As amostras, antes e após a 
digestão in vitro, foram caracterizadas pelos métodos SDS-PAGE, SDS-
PAGE/tricina e cromatografia líquida de alta eficiência de fase reversa (CLAE-FR). 
Posteriormente, as amostras foram avaliadas quanto à antigenicidade, exceto 
aquelas na presença de DTT, por meio do método de Imunoblote, utilizando soro 
de camundongos BALB/c sensibilizados com a β-Lg na forma nativa (β-Lg N) ou 
com β-Lg polimerizada com 25 U de TG g-1, na presença de 0,25 mol L-1 de Cys 
(β-Lg 0,25Cys 25TG). A adição de TG resultou na formação de polímeros com 
massa molar igual ou acima de 97,4 kDa, principalmente na presença de agentes 
redutores alcançando aproximadamente 96% de polimerização na presença de 
DTT e 91% na presença de Cys. A digestibilidade in vitro da β-Lg N foi 53,6% e 
todos os tratamentos realizados aumentaram a digestibilidade da proteína em até 
79%. Os maiores valores de digestibilidade foram obtidos quando a β-Lg foi 
tratada com agentes redutores. O processo de polimerização também teve efeito 
positivo na digestibilidade, principalmente para as amostras polimerizadas na 
presença de Cys ou DTT, atingindo valores acima de 75%. A análise por 
Imunoblote mostrou que a polimerização da β-Lg na presença de agente redutor 
Cys, na concentração de 0,25 mol L-1, reduziu o reconhecimento da β-Lg pelas IgE 
específicas presente nos soros dos animais sensibilizados com β-Lg N ou com β-
Lg 0,25Cys 25TG. Após a digestão com pepsina e pancreatina, as amostras 
polimerizadas pós-tratamento térmico ou na presença de Cys apresentaram 
redução da antigenicidade, como também os digeridos da β-Lg tratada com Cys 
(não polimerizada com TG). A desnaturação pelo agente redutor Cys e a 
polimerização por TG em ambas as condições estudadas mostraram ser métodos 
efetivos no aumento da digestibilidade da β-Lg. Por sua vez, a combinação destes 
métodos com a digestão por enzimas gastrintestinais levou à redução da 
antigenicidade da proteína, já que os peptídeos gerados apresentaram potencial 
antigênico baixo. 
Palavras chave: Proteínas do soro de leite; Ligações Cruzadas; 
Transglutaminase; Digestibilidade in vitro; Antigenicidade. 
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ABSTRACT 
 
The β-Lactoglubulin (β-Lg) is one of the most antigenic proteins present in the 
bovine milk. Physical, chemical or enzymatic treatments can alter the antigenicity 
of this protein. In previous study, it was shown that the antigenic potential of β-Lg is 
reduced when polymerized by transglutaminase (TG) in the presence of cysteine 
(Cys). However, the effect of polymerization on the nutritional properties of β-Lg is 
still unknown. The present study aimed to evaluate the effect of the polymerization 
reaction catalyzed by TG on the in vitro digestibility and the antigenic activity of β-
Lg, before and after simulate digestion with gastrointestinal enzymes. The in vitro 
digestibility of the β-Lg treated with TG (0, 10 or 25 U g-1), after heat treatment or in 
the presence of reducing agents Cys (0, 0.1 and 0.25 mol L-1) or dithiothreitol (DTT 
0.02 mol L-1), was evaluated using the gastrointestinal enzymes, pepsin and 
pancreatin. The samples, before and after in vitro digestion, were characterized by 
SDS-PAGE, SDS-PAGE/tricine and reversed-phase high performance liquid 
chromatography (RP-HPLC). Subsequently, the samples were evaluated for 
antigenicity, except those prepared in the presence of DTT, by immunochemical 
methods (Immnoblotting), using sera from BALB/c mice sensitized with native β-Lg 
(β-Lg N) or β-Lg polymerized with 25 U of TG g-1 in the presence of 0.25 mol L-1 of 
Cys (β-Lg 0.25Cys 25TG). The formation of polymers with molar mass equal to or 
above 97.4 kDa was observed with the addition of TG, especially in the presence 
of reducing agents, reaching approximately 96% of polymerization in the presence 
of DTT and 91% in the presence of Cys. The in vitro digestibility of native β-Lg was 
53.6% and the all treatments performed increased the digestibility of protein up to 
79%. The highest values of digestibility were obtained in the presence of reducing 
agents. The polymerization also had a positive effect on the digestibility, especially 
for those samples polymerized in the presence of Cys or DTT, with values above 
75%. Analysis by immunoblotting showed that the polymerization of β-Lg in the 
presence of 0.25 mol L-1 Cys, reduced the recognition of β-Lg specific IgE present 
in the sera of animals sensitized with β-Lg N or β-Lg 0.25 Cys 25TG. After 
digestion with pepsin and pancreatin, the samples polymerized after heat treatment 
or in the presence of Cys showed reduced antigenicity. The digest of the samples 
treated with Cys (not treated with TG) was not recognized as antigens. The 
denaturation by Cys and polymerization by TG in both conditions were effective in 
increasing the digestibility of β-Lg. In turn, the combination of these methods with 
digestion by gastrointestinal enzymes led to reduction of antigenicity of the protein 
and that peptides generated showed low antigenic potential. 
 
Key Words: Whey Proteins; Cross-linking; Transglutaminase; in vitro Digestibility; 
Antigenicity. 
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1. Introdução 
Alergia alimentar é caracterizada por resposta imunológica anormal aos 
componentes encontrados em alimentos (HELM e BURKS, 2000). É mediada por 
imunoglobulina E (IgE) por meio de dois tipos de sensibilização: aferente e 
eferente. Na primeira, o sistema imune é sensibilizado e produz resposta IgE para 
um ou mais alérgenos do alimento, quando este é consumido pela primeira vez. 
Na fase eferente, poderá ocorrer uma reação de hipersensibilidade, com 
apresentação de manifestações clínicas após nova ingestão do alimento em 
questão (POULSEN, 2004). As proteínas são os alérgenos naturalmente mais 
encontrados nos alimentos (TAYLOR, 1992). 
A incidência estimada da alergia alimentar é 3 a 4% da população 
adulta e até 6% das crianças, sendo que 2,5% dos recém-nascidos sofrem de 
reações alérgicas (MAIER et al., 2006; SICHERER e SAMPSON, 2006). É um 
problema de saúde pública importante e tornou-se tópico de pesquisa de 
relevância na comunidade científica (BREITENEDER e MILLS, 2006). 
O leite de vaca é um dos alimentos considerados mais alergênicos e é 
o primeiro a afetar crianças (WAL, 2004). A β-Lactoglobulina (β-Lg) é o alérgeno 
dominante, pois 60% das crianças alérgicas ao leite bovino são sensibilizadas por 
esta proteína (BALL et al., 1994). A alergia ao leite bovino é mediada 
principalmente por IgE, mas outras reações, que envolvem outras classes de 
imunoglobulinas, complexos imunes e/ou mecanismos mediados por células, 
também podem ocorrer (WAL, 2004). As manifestações clínicas são: reações 
cutâneas (dermatite atópica, urticária), respiratórias (rinite, asma), gastrintestinais 
(vômito, diarréia, cólica, refluxo gastroesofágico) e, em casos extremos, choque 
anafilático (MONACI et al., 2006). 
Diversos estudos têm mostrado que a aplicação de tratamentos físicos, 
químicos e enzimáticos, tais como hidrólise enzimática, desnaturação térmica ou 
por alta pressão, fermentação, irradiação e lactosilação podem reduzir a 
antigenicidade das proteínas do leite, e, em especial, da β-Lg. A combinação de 
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proteólise enzimática com tratamento térmico (REDDY, KELLA e KINSELLA, 
1988) ou alta pressão (BONOMI et al., 2003; PEÑAS et al., 2005) ou conjugação 
com polissacarídeos (PEYRON et al. 2006; MOUÉCOUCOU et al. 2007) alteram a 
digestibilidade e a antigenicidade da β-Lg.   
A enzima transglutaminase (TG) é também utilizada para a redução da 
antigenicidade das proteínas. A TG é uma enzima que catalisa reações de ligação 
cruzada covalente inter ou intramolecular em diversas proteínas, convertendo 
proteínas solúveis em polímeros insolúveis de alta massa molar (RODRIGUEZ-
NOGALES, 2006). A capacidade da TG de introduzir ligações cruzadas inter e 
intramoleculares tem sido amplamente utilizada para modificação das 
propriedades funcionais de derivados de soja, produtos de panificação, pescados, 
produtos de origem bovina e de aves e laticínios (DE JONG e KOPPELMAN, 
2002; YOKOYAMA, NIO e KIKUCHI, 2004). Na indústria de laticínios, a TG pode 
ser utilizada para aumentar a firmeza, viscosidade e cremosidade de iogurtes e 
sorvetes, além de reduzir a sinerese em queijos (JAROS et al. 2006). As proteínas 
do soro de leite não são consideradas bons substratos para ação desta enzima, a 
menos que haja tratamento prévio com agentes redutores como o ditiotreitol (DTT) 
ou desnaturação térmica da proteína, que aumentam a reatividade principalmente 
da β-Lg (TANG e MA, 2007). 
Redução da antigenicidade de proteínas do trigo (WATANABE et al., 
1994) e da soja (BABIKER et al., 1998) foi observada após tratamento térmico e 
modificação com a TG. Clare et al. (2008) reportaram que a adição de TG diminuiu 
o antigenicidade de farinha de amendoim. Villas-Boas (2008) verificou que a 
polimerização da β-Lg na presença de cisteína (Cys) reduziu o potencial 
antigênico da β-Lg ao modificar e/ou ocultar regiões de epítopos na proteína. 
Wróblewska et al. (2008) mostraram que o tratamento combinado de 
polimerização com TG e hidrólise com alcalase reduziu significativamente a 
imunorreatividade da β-Lg.  
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Apesar do uso crescente, a qualidade nutricional de proteínas 
polimerizadas por TG ainda é pouco estudada. Estudos mostraram que a 
digestibilidade da caseína e caseinato de sódio não foram afetadas pela 
polimerização por TG (SEGURO et al., 1996; ROOS et al., 2003). O isolado 
protéico de soja, ao contrário, teve sua digestibilidade diminuída quando 
polimerizada com a TG (TANG, LI e YANG, 2006), Marinello et al. (2007) 
verificaram que a faseolina, principal proteína de estocagem do feijão, mostrou-se 
resistente às enzimas gastrintestinais quando polimerizada com TG. Já Tang et al. 
(2008) observaram aumento da digestibilidade com tripsina da faseolina 
polimerizada frente à não polimerizada. 
A hidrólise de proteínas por enzimas gastrintestinais, além de ser 
utilizada para prevenir a indução da resposta antigênica de alguns produtos, é um 
dos métodos utilizados para avaliar a qualidade nutricional de proteínas 
alimentares (CLEMENTE, 2000). As proteínas de soro de leite possuem excelente 
digestibilidade (WAITZBERG, 2000), no entanto, a β-Lg apresenta comportamento 
diferente das demais proteínas do soro, sendo parcialmente resistente à ação das 
enzimas pancreáticas e resistente à pepsina (KIM et al., 2007). Os fragmentos 
resistentes à digestão podem ser absorvidos e causar reação alérgica 
(ASTWOOD, LEACH e FUCHS, 1996). Sélo, Clément e Bernand (1999) 
verificaram que indivíduos alérgicos reconheceram epítopos nos peptídeos da β-
Lg após digestão por tripsina. 
Não foram encontrados, até o momento, estudos sobre a digestibilidade 
de proteínas do soro de leite polimerizada com TG, bem como se os digeridos 
obtidos de proteínas polimerizadas são capazes de provocar resposta imune. 
Assim, o presente trabalho tem o objetivo avaliar o efeito da polimerização 
induzida pela TG sobre a digestibilidade e atividade antigênica da β-Lg. 
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2. Objetivos 
 
2.1 Objetivo Geral 
 
O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da reação de 
polimerização catalisada pela enzima transglutaminase sobre a digestibilidade e 
atividade antigênica da β-Lg. 
 
2.2 Objetivos Específicos 
 
 Obter e caracterizar a β-Lg tratada termicamente ou na presença de 
agentes redutores Cys e ditiotreitol (DTT), polimerizadas ou não pela TG; 
 
 Estudar a digestibilidade in vitro da β-Lg tratada termicamente ou na 
presença de agentes redutores Cys e DTT, polimerizadas ou não pela TG; 
 
 Avaliar o potencial antigênico da β-Lg tratada termicamente ou na presença 
de Cys, polimerizadas ou não pela TG, antes e após digestão pelas 
enzimas pepsina e pancreatina;  
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3. Revisão Bibliográfica 
 
3.1 Proteínas do soro de leite 
O leite de vaca tem aproximadamente 30 a 35 g L-1 de proteínas, 
divididas em caseína e proteínas do soro. A caseína representa 80% das 
proteínas do leite e pode ser definida como a proteína precipitada por acidificação 
do leite desnatado com enzima renina a pH 4,6/20 °C . O líquido remanescente é o 
lactosoro, que tem 20% de proteína, sendo que α-lactoalbumina (α-La) e β-Lg 
perfazem 70 a 80% das proteínas desta fração. Além dessas, são encontradas a 
soroalbumina (BSA), lactoferrina, imunoglobulinas, proteose-peptonas, transferrina 
e enzimas (SGARBIERI, 1996; WAL, 2004). 
As proteínas do soro de leite bovino cumprem papel importante na 
nutrição por serem uma rica e balanceada fonte de aminoácidos, além de 
apresentarem ações fisiológicas específicas in vivo, tais como antioxidante, 
antihipertensiva, antitumoral, protetora da mucosa gástrica contra agressão de 
agentes ulcerogênicos, virais e bacterianos (SGARBIERI, 2004). Por outro lado, 
elas apresentam excelentes propriedades funcionais tecnológicas que derivam 
principalmente da sua elevada solubilidade em uma ampla faixa de pH. Destacam-
se o poder gelificante, a propriedade formadora de espuma e a capacidade de 
emulsificar quantidades significativas de lipídeos (MARSHALL e HARPER, 1988).  
A β-Lg é a proteína mais abundante do soro, representando cerca de 
50% do total das proteínas que constituem esta fração (MONACI et. al., 2006). Em 
pH fisiológico e temperatura ambiente, a β-Lg encontra-se como dímero, devido à 
interação eletrostática entre aspartato (Asp130) e ácido glutâmico (Glu134) de um 
determinado monômero e o resíduo lisina de outro monômero (SAWYER et al., 
2002). Seu ponto isoelétrico é em pH 5,2, e em pH abaixo de 3,5 e acima de 7,5 
apresenta-se como monômero (WALSTRA, WOUTERS e GEURTS, 2006; 
MOUÉCOUCOU et al., 2007).  
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O monômero da β-Lg (Figura 1) tem massa molar de 18,3 kDa, contém 
162 resíduos de aminoácidos, duas pontes dissulfeto intramolecular (S-S), ligando 
a Cys66 à Cys160 e a Cys106 à Cys119, e um grupo tiol (-SH) Cys121, que não é 
exposto quando a molécula está no estado nativo, mas apresenta aumento da 
reatividade em meios com pH acima de 6,5 (SAWYER et al., 2002). A estrutura 
secundária consiste de folhas-β antiparalelas formadas por nove cordas-β (β-
strands). A estrutura cristalina mostra que o monômero consiste 
predominantemente de folhas-β (50%) e uma pequena porção de α-hélice (15%), 
estruturas ao acaso (15%) e estruturas em volta ou turns (20%) (PAPIZ et al., 
1986; MONACO et al., 1987; BROWNLOW et al., 1997). A estrutura terciária se 
organiza em oito folhas-β antiparalelas que se arranjam formando uma espécie de 
cálice, capaz de ligar e acomodar pequenas moléculas hidrofóbicas no seu 
interior, o que categoriza a β-Lg como um membro da família das lipocalinas, que 
compreende as proteínas com função de transporte (ROUVINEN et al., 1999). 
 
 
Figura 1: Estrutura tridimensional da β-Lg, mostrando a posição das pontes dissulfeto e o grupo 
tiol (Adaptado de EISSA et al. 2006). 
 
Até o momento, foram identificadas seis variantes genéticas da β-Lg, 
sendo as variantes A e B as principais. Elas se diferem apenas nas posições 64 
(AspGly) e 118 (ValAla) (DE LA FUENTE, SINGH e HEMAR et al., 2002; EHN 
et al., 2004). 
 
Cordas-β 
 
Folhas-β 
 
α-hélice 
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3.2 Antigenicidade das Proteínas do Soro de Leite 
O termo “alérgeno” ou “antígeno” refere-se a proteínas que produzem 
resposta imune específica, tais como produção de anticorpos ou imunidade 
mediada por células. Já o termo “determinante antigênico” ou “epítopo” refere-se a 
um peptídeo que apresenta seqüência de aminoácidos que se ligam 
especificamente a anticorpos, geralmente complexados a outras estruturas 
químicas maiores ou são parte dela (BALL et al., 1994; KOPPELMAN e HEFLE; 
2006). Adicionalmente, imunogenicidade é a capacidade de estimular o sistema 
imune, enquanto que a antigenicidade é a capacidade de um antígeno interagir 
com anticorpos ou células do sistema imune (CORDLE et al., 1994). 
O sítio de ligação do anticorpo ao antígeno pode acomodar um epítopo 
formado por cerca de seis aminoácidos, que podem estar ou em sequência na 
estrutura primária, que é o epítopo linear, ou muito próximos devido à estrutura 
tridimensional da proteína, chamado de epítopo conformacional (BALL et al., 1994; 
ABBAS e LICHTMAN, 2005). Em estudo realizado com pacientes alérgicos, 
verificou-se que as proteínas mais abundantes no leite, especialmente a β-Lg, 
caseínas e a α-La, são as mais antigênicas, pois apresentam epítopos lineares e 
conformacionais, que são reconhecidos pelas IgE (BALL et al., 1994; MONACI et 
al., 2006). A β-Lg pode promover reações alérgicas mesmo quando presente em 
baixas concentrações nos alimentos, por permanência de epítopos resistentes aos 
processos tecnológicos (EHN et al., 2005; PUERTA, DIEZ-MASA e FRUTOS, 
2006). 
Clément et al. (2002) mostraram que a estrutura terciária da β-Lg é um 
fator importante para sua antigenicidade, pois ao utilizarem anticorpos 
monoclonais, verificaram na estrutura terciária da β-Lg regiões antigênicas não só 
na α-hélice e loops externos, mas também nas fitas-β. No entanto, para Sélo, 
Clément e Bernard (1999), nenhuma forma estrutural em particular é responsável 
pela maior antigenicidade da β-Lg, pois os epítopos são numerosos e amplamente 
difundidos ao longo da proteína, podendo estar localizados nas partes hidrofóbicas 
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da molécula, sendo inacessíveis para as IgE na conformação nativa da proteína, 
porém, acessíveis depois da digestão no trato gastrintestinal. Wal (2001) verificou 
que mais de 90% dos pacientes sensibilizados por β-Lg reconheceram os 
peptídeos Val41-Lis60, Tyr102-Arg124 e Leu149-Cys162, cada um contribuindo com 
aproximadamente 10-15% da imunorreatividade desta proteína.  
Os métodos imunoquímicos são utilizados para monitorar e verificar a 
ruptura dos epítopos específicos ocasionados pela hidrólise enzimática e 
processos associados. Entre eles os mais utilizados encontram-se o Radio-
Allergosorbent Test (RAST), Enzyme Allergosorbent Test (EAST), Rocket 
Immuno-Electrophoresis (RIE), Western Blotting, Imunoblote e Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay (ELISA) (BESLER, 2004; POMS, KLEIN e ANKLAM; 2004; 
KOPPELMAN e HEFLE, 2006; MONACI et al., 2006). Estes métodos são usados 
para estimar a antigenicidade e a imunogenicidade do produto.  
A análise de Imunoblote é um procedimento padrão para separação e 
identificação de proteínas/alérgenos (POMS, KLEIN e ANKLAM, 2004). Esta 
análise envolve inicialmente a separação das proteínas em gel de poliacrilamida 
(SDS-PAGE) e posteriormente, a transferência destas para uma membrana de 
nitrocelulose. A posição dos antígenos na membrana é uma reprodução fiel de sua 
posição no gel. Proteínas específicas podem ser detectadas por anticorpos 
capazes de reagir com proteínas solubilizadas por dodecil sulfato de sódio (SDS), 
e os anticorpos ligados são revelados com anticorpos anti-imunoglobulina 
marcados com radioisótopos ou uma enzima (JANEWAY et al., 2002). O 
Imunoblote realizado com anticorpo IgE humano é o mais usado para identificar e 
caracterizar novos alérgenos alimentares, no entanto, uma vez que o alérgeno foi 
caracterizado, anticorpos produzidos em animais podem ser usados da mesma 
forma que o soro humano nestas análises de rotina (PASTORELLO e 
TRAMBAIOLI, 2001). 
O modelo experimental animal mais utilizado em estudos da avaliação 
de componentes alergênicos em alimentos são os camundongos (ADEL-PATIENT 
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et al. 2000). Gaudry et al. (2004) verificaram que a resposta de anticorpos das 
classes IgE e imunoglobulina G (IgG) para amendoim, camarão, castanha e 
castanha de caju em camundongos BALB/c apresentaram similaridade 
significativa aos encontrados em indivíduos alérgicos. 
Wróslewska e Jedrychowski (2005) utilizando camundongos BALB/c e 
ensaio por ELISA mostrou que animais sensibilizados com β-Lg e posteriormente 
alimentados com isolado protéico do soro de leite produziram anticorpos anti-β-Lg, 
indicando que a administração intraperitoneal de β-Lg causou imunoestimulação 
do organismo contra esta proteína.    
3.3 Processos Tecnológicos Usados para Redução da Antigenicidade da β-
Lg 
Além da demanda por longa estabilidade e alto valor nutritivo, a 
indústria de alimentos tem desenvolvido tecnologias para reduzir o potencial 
antigênico de produtos derivados do leite (MONACI et.al., 2006). 
Uma estratégia que é comumente empregada é a hidrólise das 
proteínas (IAMETTI et al. 2002). Hidrolisados protéicos são utilizados nas fórmulas 
infantis, que substituem ou complementam o leite materno para lactentes, quando 
a amamentação exclusiva nos seis primeiros meses de vida não é possível. Os 
hidrolisados também são utilizados como complementos para indivíduos que 
apresentam dificuldade na digestão de proteínas e patologias associadas ao 
metabolismo de aminoácidos, como nos casos de doenças crônicas do fígado 
(falência hepática) e fenilcetonúria (CLEMENTE, 2000; KIM et al., 2007). 
Hidrolisados de proteína de leite bovino também são utilizados visando eliminar ou 
minimizar a antigenicidade das proteínas e reduzir o risco de sensibilização oral 
(PENG et al., 2003). 
A especificidade enzimática é um fator importante do processo de 
hidrólise, pois a posição de clivagem das ligações peptídicas resulta em 
fragmentos protéicos com diferentes sequências aminoacídicas. Esta 
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especificidade influi na degradação dos epítopos responsáveis pelas reações 
imunológicas e também na formação de peptídeos amargos (VAN BERESTEIJN 
et al., 1994). 
Kananen et al. (2000) mostraram que a hidrólise com pepsina por 180 
min e com tripsina por 30 min reduziu a antigenicidade da fração precipitada da 
proteína do soro do leite. Iametti et al. (2002) relataram que a antigenicidade da β-
Lg foi reduzida após hidrólise com tripsina e quimotripsina, em diferentes relações 
enzima:substrato (E:S). Kim et al. (2007) avaliaram a resposta antigênica de 
hidrolisados de proteínas de soro de leite bovino pelo método ELISA. Os 
hidrolisados com alto grau de hidrólise obtidos com pepsina e tripsina 
apresentaram as menores respostas antigênicas, devido às menores quantidades 
de β-Lg residual ainda na forma nativa.  
Além da especificidade enzimática, a antigenicidade e alergenicidade 
de hidrolisados dependem da massa molar dos peptídeos obtidos (VAN 
HOEYVELD et al. 1998). Otani e Hosono (1990) e Nakamura, Sado e Syukunobe 
(1993) mostraram que peptídeos com massa molar abaixo de 3,5 kDa, obtidos da 
hidrólise de caseína e proteínas do soro de leite, não excitaram resposta alérgica 
mediada por IgE. Van Beresteijn et al. (1994) verificaram que peptídeos com 
massa molar menor que 3 kDa não provocam imunogenicidade e alergenicidade. 
Van Hoeyveld et al. (1998) relataram que peptídeos com massa molar abaixo de 
1,4 kDa não foram capazes de se complexaram as IgE presente nos soros de 
pacientes sensibilizados por proteínas do leite bovino.  
Os estudos de Restani et al. (1995) e Hoffman e Sampson (1997) 
verificaram, pelos métodos Imunoblote e ELISA, que fórmulas infantis comerciais, 
contendo proteínas de leite bovino parcialmente ou extensivamente hidrolisadas, 
apresentaram atividade antigênica residual, pois foram reconhecidos pelas IgE 
presentes no soro de pacientes alérgicos as proteínas do leite bovino. Este 
reconhecimento foi devido à presença de proteínas intactas, desnaturadas ou não, 
e por peptídeos que continham epítopos lineares íntegros. 
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 Além da hidrólise, o tratamento térmico também é utilizado para 
redução da antigenicidade de proteínas, porém com resultados controversos em 
relação à redução da resposta antigênica. Mierzejewska e Kubicka (2006) 
verificaram a diminuição da antigenicidade da β-Lg quando submetida à 
temperatura acima de 80 °C/30 min. No entanto, Kleb er et al. (2004) reportaram 
que a β-Lg, quando previamente tratada a temperaturas entre 75 e 90 °C por 15 
min, apresentou alta antigenicidade, e quando tratada a 148 °C/15 min, 
apresentou a menor resposta antigênica. Spiegel e Huss (2002) observaram 
aumento da antigenicidade com o prolongamento do tempo de aquecimento a 90 
°C. Porém, a resposta antigênica diminuiu quando a temperatura de aquecimento 
excedeu 90 °C, devido ao aumento do tamanho das par tículas e de agregados 
formados. Segundo Kleber et al. (2004), temperaturas acima de 65 °C podem 
promover a formação de agregados protéicos de β-Lg, com formação de ligações 
covalentes, como pontes dissulfeto, que podem mascarar alguns epítopos da β-
Lg. Assim, os anticorpos têm acesso somente aos epítopos localizados nas 
superfícies desta proteína agregada, o que pode levar à redução da 
antigenicidade (KLEBER et al., 2004). Por outro lado, a desnaturação pode 
aumentar a antigenicidade ao aumentar a acessibilidade de epítopos que estavam 
ocultos dentro da estrutura terciária da proteína e a agregação pode dar origem a 
novos antígenos como conseqüência de reações químicas e físicas, elevando a 
antigenicidade (KLEBER et al., 2004).  
A irradiação de alimentos é considerada um processo potencialmente 
viável para redução da antigenicidade da β-Lg. Byun et al. (2002) avaliaram o 
efeito da aplicação da radiação gama sobre a β-Lg usando soro de pacientes 
alérgicos a essa proteína. O reconhecimento da β-Lg irradiada pela IgE foi 
inversamente proporcional à dose de irradiação. Esses resultados indicam que os 
epítopos foram estruturalmente alterados pela radiação gama e passaram a não 
serem mais reconhecidos pela IgE. 
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A fermentação ácido-láctica tem sido utilizada visando à redução da 
antigenicidade da β-Lg. Jedrychowski e Wroblewska (1999), utilizando diferentes 
espécies de bactérias ácido-lácticas (meso e termofílicas) obtiveram diminuição da 
antigenicidade da β-Lg em 99%, avaliada pelo método ELISA usando anticorpos 
de coelhos. Ao contrário, Ehn et al. (2005) verificaram, também por ELISA, que a 
fermentação com bactérias lácticas não diminuiu a capacidade de ligação da β-Lg 
a IgE. 
A reação de Maillard entre a β-Lg e açúcares redutores como glicose, 
galactose ou lactose também pode modificar as regiões dos epítopos, contribuindo 
para redução da antigenicidade da proteína (MORGAN et al., 1998). Jost, Monti e 
Pahud (1987) reportaram resposta antigênica reduzida da β-Lg lactosilada, 
analisada pelo método ELISA.  
 A utilização da TG pode reduzir o potencial antigênico das proteínas do 
soro do leite, pois esta enzima ao introduz ligações cruzadas covalentes inter ou 
intramoleculares, promove a polimerização das proteínas, que ocultam regiões de 
epítopos (VILLAS-BOAS, 2008). Villas-Boas (2008) verificou que a polimerização 
da β-Lg na presença de agente redutor Cys promoveu menor produção de níveis 
séricos de IgE e IgG em camundongos Balb/c, comparada aos grupos que 
receberam β-Lg nativa.  
3.4 Digestibilidade e antigenicidade da β-Lg  
O estudo da digestibilidade protéica é um dos métodos utilizados para 
avaliar a qualidade nutricional de proteínas alimentares. As proteínas de soro de 
leite têm a pontuação máxima para o cálculo do valor protéico corrigido em função 
de sua excelente digestibilidade e pelo fato de seu perfil aminoacídico atender às 
exigências qualitativas e quantitativas estabelecidas pela Food and Agriculture 
Organization (FAO) e pela World Health Organization (WHO) (WAITZBERG, 2000; 
KIM et al., 2007). Por isso as proteínas do soro de leite são interessantes para 
complementação de outras fontes protéicas (GAUCHE, 2007; KIM et al., 2007). 
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A β-Lg na forma nativa apresenta, no entanto, comportamento diferente 
das demais proteínas do soro quanto à susceptibilidade às enzimas 
gastrintestinais (KIM et al., 2007). Ela é resistente à ação da pepsina em pH 2, 
condição na qual a enzima está com atividade máxima e a proteína está na forma 
monomérica (REDDY, KELLA e KINSELLA, 1988; KITABATAKE e KINEKAWA, 
1998; KIM et al., 2007). A pepsina é uma endopeptidase que hidrolisa ligações 
onde se encontram aminoácidos aromáticos (tirosina, fenilalanina), leucina, 
isoleucina e triptofano (KIM et al., 2007). A β-Lg contém em sua seqüência cerca 
de 50 ligações que são potenciais sítios de clivagem por esta enzima, mas a 
maioria destas ligações está localizada no centro hidrofóbico da molécula e não é 
acessível à pepsina (NACER et al., 2004).  
Astwood, Leach e Fuchs (1996) verificaram que proteínas consideradas 
não antigênicas foram totalmente digeridas in vitro, enquanto que a β-Lg e outras 
proteínas consideradas antigênicas apresentaram fragmentos estáveis à digestão, 
que podem ser absorvidos e causar reação alérgica. Estes autores consideraram 
que a resistência à pepsina poderia ser uma ferramenta preditiva para a avaliação 
de antigenicidade de proteínas alimentares. Fu, Abbott e Hatzos (2002), ao 
contrário, não observaram relação entre digestibilidade e antigenicidade protéica.  
Enzimas pancreáticas, como a tripsina e a quimotripsina, são serina 
proteases e clivam ligações peptídicas entre aminoácidos básicos (lisina e 
arginina) e aromáticos (KIM et al., 2007). No pH ótimo de atuação dessas 
enzimas, pH 8, a β-Lg sofre alteração conformacional ficando em sua forma 
monomérica, o que torna mais fácil o acesso das enzimas as ligações peptídicas 
estratégicas, embora poucas (MOUÉCOUCOU et al., 2003; KIM et al., 2007).  
Os estudos realizados por Guo, Fox e Flynn (1995), Otte et al. (1997) e 
Mouécoucou et al. (2003) mostraram resultados discordantes com relação à 
digestibilidade da β-Lg nativa com enzimas pancreáticas. Guo, Fox e Flynn (1995) 
observaram resistência da β-Lg à digestão com tripsina (E:S 1:80), em pH 8. 
Mouécoucou et al. (2003) também observaram baixa digestibilidade da β-Lg 
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quando submetida à digestão com tripsina e quimotripsina, em pH 8, por 6 h, 
numa relação E:S 1:50. Ao contrário, Otte et al. (1997) verificaram que 80% da β-
Lg foi digerida por tripsina (E:S 1:200), em pH 8, por 4 h.  
Selo, Clément e Bernand (1999) verificaram que a antigenicidade da β-
Lg não foi reduzida após digestão por tripsina, devido à presença de epítopos nos 
peptídeos liberados. Os peptídeos reconhecidos por 97, 92 e 89% dos indivíduos 
alérgicos foram Leu103-Arg124, Val41-Lis60 e Leu149-Cys162, respectivamente. Já os 
peptídeos Leu1-Lis8 e Ala25-Arg40 foram reconhecidos por 72% dos indivíduos e os 
peptídeos Gly9-Lis14, Asp84-Lis91 e Val92-Lis100 foram reconhecidos por 40% dos 
indivíduos. A hidrólise da β-Lg com tripsina expôs peptídeos alergênicos ocultos, 
como o Val92-Lis100, que foram reconhecidos por IgE específicas do plasma de 
indivíduos alérgicos (SÉLO, CLÉMENT e BERNARD, 1999).  
Tratamentos físicos podem alterar a digestibilidade da β-Lg (Maier et 
al., 2006). Reddy, Kella e Kinsella (1988) avaliaram a digestibilidade in vitro da β-
Lg nativa e tratada termicamente a diferentes temperaturas com pepsina e 
quimotripsina, e verificaram que a β-Lg foi parcialmente digerida pela pepsina 
quando tratada a 80 °C/15 min, porém, quando tratad a a 90 °C/15 min, foi 
totalmente digerida. Com a quimotripsina, a digestão foi mais pronunciada com 
tratamento a 80 e 90 °C/15 min. Peyron et al. (2006 ) relataram que o tratamento 
térmico prévio acima de 80 °C/25 min aumentou a dig estão péptica e induziu 
extensa proteólise com quimotripsina. O aquecimento a 80 °C causa a dissociação 
do dímero de β-Lg e o desdobramento parcial de sua estrutura, expondo os sítios 
de clivagem da enzima, o que, conseqüentemente, aumenta a susceptibilidade da 
proteína à pepsina (PEYRON et al., 2006).  
Kitabatake e Kinekawa (1998) avaliaram in vitro a ação da pepsina e da 
pancreatina sobre a β-Lg submetida ou não ao tratamento térmico a 80 °C/ 60 min. 
Os resultados indicaram que apenas a β-Lg tratada termicamente foi digerida. Os 
autores também avaliaram a digestibilidade utilizando ratos Wistar, administrando 
por sonda estomacal as amostras e avaliando o conteúdo intestinal por SDS-
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PAGE. A eletroforese também mostrou que a amostra tratada termicamente foi 
digerida, confirmando os resultados obtidos in vitro. 
Peyron et al. (2006) verificaram a diminuição do potencial antigênico da 
β-Lg após tratamento a 80 ºC/25 min e digestão pelas enzimas gastrintestinais. O 
tratamento térmico possibilitou a alteração dos epítopos conformacionais e a 
promoveu o acesso das enzimas digestivas aos seus sítios de clivagem, que 
clivou regiões de epítopos lineares, reduzindo o potencial antigênico da proteína. 
Tratamento a altas pressões também afeta a digestão e a 
antigenicidade da β-Lg. Bonomi et al. (2003) relataram que a antigenicidade da β-
Lg tratada a 200 MPa foi reduzida após digestão por tripsina e quimotripsina, 
porém o mesmo não foi observado com relação à pepsina. Já Peñas et al. (2005) 
observaram a completa digestão da β-Lg por pepsina apenas quando foi tratada 
com pressão de 200 MPa, resultando na diminuição de sua antigenicidade. Por 
outro lado, a β-Lg foi digerida pelas enzimas tripsina e quimotripsina, 
independente da pressão a que foi submetida, porém a redução da antigenicidade 
da β-Lg só foi observada nos digeridos por tripsina (PEÑAS et al., 2005).  
O processo de desnaturação da proteína induzida pela alta pressão 
hidrostática parece favorecer a exposição dos epítopos antigênicos para a ação 
das proteases, uma vez que a pressurização altera a estrutura da molécula, 
facilitando a hidrólise e reduzindo a antigenicidade da proteína (BONOMI et al., 
2003). No entanto, Chicón et al. (2008) observaram que o tratamento da β-Lg a 
400 MPa, em pH 6,8, provocou mudanças na estrutura protéica, que resultaram no 
aumento da digestibilidade in vitro, mas não reduziu a antigenicidade da proteína, 
possivelmente por não conseguirem destruir os epítopos presentes na molécula. 
A adição de pectina de baixo grau de metilação associado ao 
tratamento térmico a 80 °C/25 min aumentou a digest ibilidade da β-Lg às enzimas 
pepsina, tripsina e quimotripsina e reduziu a capacidade de ligação da β-Lg as IgE 
(PEYRON et al., 2006). Os autores sugerem que a adição de pectina e o 
tratamento térmico podem ter mascarado os epítopos, tornando-os inacessíveis as 
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IgE ou os tratamentos expuseram os sítios de clivagem da proteína às enzimas 
digestivas, que destruíram os epítopos presentes na proteína. Já Mouécoucou et 
al. (2007) reportaram que somente a adição de pectina de baixa metilação foi 
suficiente para aumentar a susceptibilidade da β-Lg às enzimas pancreáticas e 
reduzir a antigenicidade da proteína.  
3.5 Polimerização com a transglutaminase (TG): efeito nas propriedades 
físico-químicas, digestibilidade e antigenicidade da β-Lg 
A TG (EC 2.3.2.13) é uma enzima presente em plantas, 
microrganismos, tecidos e fluidos corporais de animais. Ela catalisa reações de 
ligação cruzada inter ou intramolecular em diversas proteínas (FOLK e 
FINLAYSON, 1977). Foi identificada há mais de 40 anos e sabe-se que esta 
enzima tem um papel importante na coagulação sanguínea e na incorporação de 
aminas em proteínas no fígado (LORAND, 2002). 
Desde a década de 1950 estuda-se a modificação de proteínas pela 
TG. No entanto, a TG de origem animal, então usada, tinha uso limitado pelo alto 
custo de produção e dependência de cálcio. Diante disso, diversos estudos foram 
realizados para obter TG de outras fontes (GAUCHE, 2007). Ando et al. (1989) 
obtiveram, por fermentação, a TG independente de cálcio de cepas de 
Streptoverticillium e Streptomyces sp. Atualmente, a TG mais utilizada na indústria 
de alimentos provém da origem microbiana (JAROS et al., 2006).  
A TG de origem microbiana é uma enzima monomérica, com 331 
aminoácidos, dispostos em uma cadeia polipeptídica única. A sua estrutura 
secundária consiste de oito folhas-β rodeadas por 11 α-hélices e dentro da 
estrutura existe um resíduo de Cys, que é essencial para sua atividade catalítica. 
O seu peso molecular é em torno de 38,0 kDa. Seu ponto isoelétrico está em torno 
de 8,9, pH ótimo na faixa de 5,0 a 8,0 e a temperatura ótima de atuação é de 50 
°C. (MOTOKI e SEGURO, 1998). Yokoyama, Nio e Kikuch i (2004) relataram que a 
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enzima tem alguma atividade residual em temperaturas próximas ao ponto de 
congelamento e a 70 °C perde a sua atividade em pou cos minutos. 
A TG é reconhecida pela comunidade científica como substância 
segura para ingestão humana (KURAISHI, YAMAZAKI e SUSA, 2001). A 
legislação brasileira permite o uso da TG de origem microbiana em alimentos em 
quantidade suficiente para o efeito desejado e não há especificação para limite 
máximo permitido (BRASIL, 2003). 
A TG catalisa três reações diferentes, como mostradas na Figura 2. A 
TG é capaz de introduzir ligações cruzadas covalentes em sistemas protéicos por 
catalisar reações de acil transferência entre o grupo γ-carboxilamida de peptídeos 
ou glutamina ligada à peptídeos (doador de acil) e aminas primárias (receptores 
de acil), incluindo o grupo ε-amino de resíduos de lisina em proteína. Quando o 
grupo ε-amino de lisina ligada à proteína age como um acil receptor, ligações 
cruzadas covalentes intra e/ou intermoleculares são formadas (ligação 
isopeptídica ε-(γ-glutamil) lisina), resultando na polimerização de proteínas. Na 
ausência de aminas primárias, a água pode agir como um receptor de acil, 
levando a desaminação dos resíduos de glutamina, formando ácido glutâmico e 
amônia (LORENZEN, SCHILIMME e ROOS, 1998; JAROS et al., 2006).  A reação 
de transferência de grupos acil pode ser usada para introduzir peptídeos ou 
aminoácidos em uma proteína. Assim, o uso da TG representa um importante 
instrumento para modificar as propriedades nutricionais de proteínas de alimentos 
(ZHU et al., 1995; JAROS et al., 2006).  
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Figura 2. Reações catalisadas pela TG. (A) Reações de acil transferência (B) Formação de 
ligações cruzadas entre resíduos de glutamina e lisina de proteínas e peptídeos (C) desaminação 
(adaptado de JAROS et al., 2006). 
 
O uso da TG em sistemas alimentares é promissor, pois a introdução 
de ligações cruzadas covalentes por TG pode melhorar propriedades físico-
químicas dos alimentos, tais como solubilidade, viscosidade, elasticidade, 
gelatinização, capacidade emulsificante e espumante. Já existem patentes sobre a 
aplicação da TG na modificação de produtos cárneos, pescados, de panificação, 
derivados de soja e laticínios (DE JONG e KOPPELMAN, 2002; YOKOYAMA, NIO 
e KIKUCHI, 2004; JAROS et al., 2006). Na área de laticínios, a TG tem sido 
aplicada em iogurtes, queijos e sorvetes. A formação de ligação cruzada nas 
proteínas do leite pode aprimorar as propriedades tecnológicas e funcionais 
relacionadas à textura, formação do gel e redução da sinerese no produto final 
(JAROS et al., 2006).  
A quantidade de ligações cruzadas induzidas pela ação da TG depende 
da estrutura da proteína que é utilizada como substrato. As ligações cruzadas 
ocorrem com maior número em proteínas que contém o resíduo de glutamina em 
sua região mais flexível. A caseína é um bom substrato, mas as proteínas 
globulares do soro de leite não o são, devido à estrutura mais compacta 
(GERRARD, 2002). Desta forma, o número de ligações cruzadas nestas proteínas 
tende a ser menor quando comparado ao da caseína (SHARMA, LORENZEN e 
OVIST; 2001; GERRARD, 2002).  
TG 
TG 
TG 
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A β-Lg apresenta 15 resíduos de lisina e nove de glutamina na sua 
estrutura primária (EISSA et al., 2006). Quando a proteína está solubilizada em pH 
7,6, apenas dois resíduos de glutamina (Gln155 e Gln159), que se localizam na 
porção C-terminal da molécula, estão expostos e podem fazer ligações com 
aminas primárias. Desta forma, a conformação estrutural da β-Lg no seu estado 
nativo não é favorável à ação enzimática da TG (COUSSONS et al. 1992). No 
entanto, Sharma, Lorenzen e Ovist (2001) verificaram por SDS-PAGE, que a β-Lg 
apresentou reatividade com TG sem prévia desnaturação ou adição de agentes 
desnaturantes. Han e Damodaran (1996) observaram que a β-Lg age como 
substrato para a TG, ocorrendo formação de polímeros e dímeros homólogos.   
Por outro lado, a desnaturação completa ou parcial da β-Lg ou adição 
de agentes redutores aumentam a atuação desta enzima (KURAISHI, YAMAISHI 
e SUSA, 2001; EISSA et al., 2006; EISSA e KHAN, 2006). Na Figura 3, observa-
se o mecanismo de ação do ditiotreitol (DTT) e sua influência na polimerização 
induzida pela TG. 
 
Figura 3. Representação esquemática do mecanismo de ação da TG após tratamento da proteína 
com agente redutor, na formação de estruturas protéicas mais compactas (adaptado de EISSA e 
KHAN, 2006). 
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A estrutura protéica é afetada quando o leite é pré-aquecido a 85 °C/15 
min, o que parece aumentar a susceptibilidade das proteínas do leite à TG com 
subseqüente formação de polímeros (SHARMA, LORENZEN e OVIST, 2001). 
Rodriguez-Nogales (2006) verificou o efeito do tratamento de pré-aquecimento do 
leite de ovelha em diferentes condições de temperatura (70-90 °C) e tempo (15-60 
min) antes da incubação com TG. As melhores condições de pré-tratamento para 
formação de ligações cruzadas covalentes e formação de novos polímeros a partir 
da α-La e β-Lg foram 90 °C/6 min e 83,4 °C/55,7 min, respectiv amente. 
Eissa, Bisran e Khan (2004) avaliaram o efeito do pH sobre a 
polimerização de proteínas do soro de leite por TG, incubando amostras a 50 °C/5 
h, com 100 U de TG g-1, com pH variando entre 6 a 8. Os autores concluíram que 
o pH 8 é ideal para ocorrer à reação de polimerização das proteínas do soro de 
leite pela TG. 
O estudo conduzido por Villas-Boas (2008) avaliou a β-Lg tratada 
termicamente (80 °C/60 min/pH 8) em diferentes conc entrações (3, 5 e 7%) e 
polimerizada com a TG (E:S de 5, 10, 25 e 50 U g-1 de proteína). O maior grau de 
polimerização foi obtido na concentração de proteína a 7%, com 25 U de TG g-1, 
indicando que esta relação E:S foi a que promoveu a maior a formação de 
polímeros de alta massa molar. 
 O uso do DTT como agente redutor e seu efeito promotor de 
polimerização das proteínas do soro de leite foram investigados por 
Aboumahmound e Savello (1990) e Faergemand, Otte e Qvist (1997). Os autores 
concluíram que a quebra das pontes dissulfeto provocada pelo DTT (0,02 mol L-1), 
aumenta a reatividade destas proteínas para formação de ligações cruzadas 
covalentes. Wilcox e Swaisgood (2002) verificaram que a presença de 0,01 mol L-1 
de DTT foi capaz de promover a polimerização de proteínas do soro de leite 
(concentração de 1%) com TG imobilizada, a 40 °C, n o tempo entre 60-270 min. O 
DTT provocou o desdobramento parcial das proteínas e aumentou o acesso da 
TG a grupos aminos escondidos. Além disso, foi verificado que o DTT maximiza a 
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atividade da TG por manter o sitio ativo sulfidril da enzima no estado reduzido, 
levando ao aumento de 10-25% da atividade enzimática da TG (WILCOX e 
SWAISGOOD, 2002). 
Como o DTT não pode ser usado em alimentos, outros agentes 
redutores têm sido estudados. Sabe-se que o aminoácido cisteína (Cys) é 
considerado um agente redutor por clivar as ligações dissulfeto intramoleculares, 
causando o desdobramento e desnaturação da proteína, principalmente quando 
submetida ao tratamento térmico (WANG e DAMODARAM, 1990), como ilustrado 
na Figura 4. 
 
Figura 4. Representação esquemática das mudanças na conformação molecular da proteína 
durante tratamento térmico na presença e ausência de cisteína (adaptado de WANG e 
DAMODARAM, 1990). 
Faergemand, Otte e Qvist (1997), Fort et al. (2007) e Villas-Boas (2008) 
avaliaram o efeito da Cys na polimerização de proteínas pela TG. Faergemand, 
Otte e Qvist (1997) verificaram que a adição de Cys, na concentração de 0,4 mol 
L-1, a 40 °C, pH 8,5-9,0, resultou na polimerização da  β-Lg quando tratada com 10 
e 30 U de TG g-1 de proteína, indicando que a reação de ligação cruzada pela TG 
na presença de Cys é um método potencial para produção géis nestas proteínas. 
Fort et al. (2007) associaram a dureza de géis derivados de plasma suíno à 
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combinação da TG e Cys, que levou à formação ligações cruzadas ε-(γ-
glutamil)lisina e novas ligações dissulfeto decorrentes de reações de intercâmbio 
tiol-dissulfeto (-SH/S-S). Villas-Boas (2008) observou que a presença de Cys 
contribuiu na polimerização da β-Lg, nas concentrações de 3, 5 e 7%, com 25 U 
de TG g-1 de proteína, a 50 °C/180 min. 
O interesse da utilização da TG na indústria de alimentos vem 
aumentando nos últimos anos não só por causa da sua capacidade de modificar 
propriedade funcionais de diversas proteínas (JAROS et al., 2006), mas também 
por aumentar o valor nutritivo de alimentos, pois a polimerização pode introduzir 
aminoácidos ou peptídeos em proteínas (YOKOYAMA, NIO e KIKUCHI, 2004).  
A digestibilidade de proteínas de origem animal, caseína e caseinato, 
não foram alteradas pela polimerização pela TG. Seguro et al. (1996), utilizando 
ratos Wistar, observaram que o ganho de peso, o coeficiente de eficiência protéica 
(PER) e o valor biológico obtidos com a caseína polimerizada foram similares aos 
obtidos para a caseína não polimerizada. Roos et al. (2003), em experimento com 
porcos, observaram que o teor de nitrogênio liberado pelo caseinato polimerizado 
foi semelhante ao do caseinato não polimerizado. 
Os estudos de Tang, Li e Yang (2006), Marinello et al. (2007) e Tang et 
al. (2008), realizados com proteínas de origem vegetal, apresentaram resultados 
divergentes quanto à digestibilidade protéica. Tang, Li e Yang (2006) avaliaram o 
efeito da TG na digestibilidade in vitro do isolado protéico de soja (IPS) utilizando 
pepsina e tripsina. No término da digestão, o teor de nitrogênio liberado pelo 
isolado polimerizado foi menor que o do isolado não polimerizado, sugerindo que o 
tratamento do IPS com TG diminuiu a sua digestibilidade. 
 Marinello et al. (2007) avaliaram a digestibilidade da faseolina, principal 
proteína de estocagem do feijão, após polimerização pela TG com pepsina ou 
tripsina. A faseolina, polimerizada ou não, mostrou-se resistente à pepsina. Em 
relação à tripsina, a proteína não polimerizada foi digerida enquanto que a 
faseolina polimerizada foi parcialmente resistente à digestão. Já Tang et al. (2008) 
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observaram aumento da digestibilidade com tripsina da faseolina polimerizada 
frente à não polimerizada, sugerindo que a polimerização atuou no 
desdobramento e desnaturação da proteína, expondo os sítios de clivagem da 
proteína. 
Seguro et al. (1995) relataram que a ligação ε-(-γ-glutamil)lisina 
promovida pela TG é resistente à hidrólise por enzimas do trato gastrintestinal de 
mamíferos, sendo absorvida intacta no intestino. Porém, a enzima γ-
glutamiltransferase, presente nos rins, cliva esta ligação e libera o aminoácido 
essencial lisina e ácido glutâmico para os tecidos corporais (SEGURO et al.1995). 
Pedersen et al. (2004) avaliaram a digestibilidade in vitro e 
antigenicidade da TG derivada de Streptoverticillium morabense. A TG, sob 
condições similares às do trato gastrintestinal, foi completamente digerida pela 
pepsina, porém não foi digerida pela tripsina. Quanto à antigenicidade, os autores 
verificaram, por teste RAST, que a TG não apresenta potencial antigênico, sendo 
considerada, portanto, componente seguro na modificação e produção de 
alimentos.  
Os estudos que avaliaram a antigenicidade de alimentos tratados com 
TG apresentaram resultados discordantes. Watanabe et al. (1994) verificaram que 
tanto o uso de baixas quanto de altas concentrações de TG diminuíram a resposta 
antigênica das frações solúveis e insolúveis do trigo. Babiker et al. (1998) 
verificaram que a modificação da soja com TG levou ao mascaramento de 
determinantes antigênicos nas proteínas e redução da antigenicidade, verificada 
pelos métodos de Imunoblote e ELISA, utilizando soro de pacientes alérgicos às 
proteínas da soja. Clare et al. (2008) verificaram por Western Blotting, que farinha 
de amendoim, dispersa ou não com caseína, e polimerizada pela TG 
apresentaram diminuição da capacidade de ligação com as IgE presentes nos 
soros de indivíduos alérgicos ao amendoim. No entanto, Clare, Gharst e Sanders 
(2007), utilizando o método ELISA, mostraram que proteínas do amendoim 
tratadas termicamente e polimerizadas com TG não apresentaram diminuição da 
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resposta antigênica, conservando a capacidade de ligação com anticorpos IgE 
similar ao observado nas frações não tratadas. 
Villas-Boas (2008) verificou que a polimerização da β-Lg na presença 
de agente redutor Cys promoveu menor produção de níveis séricos de IgE e IgG 
em camundongos Balb/c, comparada aos grupos que receberam β-Lg nativa, 
tratada termicamente ou polimerizada com TG. Estes resultados sugerem que a 
polimerização na presença de agente redutor Cys pode reduzir o potencial 
antigênico da β-Lg ao modificar e/ou ocultar regiões de epítopos na proteína 
(VILLAS-BOAS, 2008). 
Wróblewska et al. (2008) mostraram, pelo método ELISA, que o 
tratamento combinado de hidrólise com Alcalase e polimerização com TG reduziu 
significativamente a imunorreatividade da β-Lg.  
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4. Material e Métodos 
 
4.1 Materiais 
Utilizou-se β-Lg Bio Pure Betalactoglobulina (variantes A e B, ~ 95% de 
proteína) doada pela Davisco Foods International Inc. (Le Sueur, MN, EUA). A 
enzima TG (Activa WM) foi fornecida pela Ajinomoto Interamericana Indústria e 
Comércio Ltda. (São Paulo, SP, Brasil), produzida por Streptoverticillium sp. (Ca2+ 
independente), com atividade na faixa de pH de 5,0 a 8,0; temperatura ótima de 
reação de 50 a 55 ºC e atividade declarada de aproximadamente 100 U g-1, sendo 
utilizada na sua forma original, sem qualquer purificação. Também foram 
utilizados: aminoácido L-cisteína 97+% (Aldrich, Milwaukee, EUA, cód. 32630-5, 
lote: 03809KD316), ditiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) enzima 
pepsina de mucosa de estômago de suíno (2500 – 3500 U mg-1 de proteína) 
(Sigma-Aldrich, cód. P-7012, lote: 09K7354) e enzima pancreatina de pâncreas 
suíno (Sigma-Aldrich, cód. P1625, lote: 017K1291).  
Os reagentes utilizados foram: Ácido trifluoracético para síntese (TFA) 
(Merck, Hohenbrunn, Alemanha); β-mercaptoetanol (Merck, Hohenbrunn, 
Alemanha); dodecil sulfato de sódio (SDS) (Sigma-Aldrich), tetrahidrocloreto de 
diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Alemanha); 2.5% 
tiopental sódico (Cristália, São Paulo, SP, Brasil); tetrametilbenzidina (TMB) (BD – 
Biosciences San Diego, CA, EUA), Tween 20 (Merck, Darmstald, Alemanha).  
Os anticorpos utilizados foram: Purified Mouse IgE antibody, Purified 
Rat Anti-mouse IgE monoclonal antibody (BD Biosciences), Anti-Rat IgG Whole 
molecule, Rabbit Anti-mouse IgG, Anti-Rat IgG Whole molecule peroxidade 
conjugate, Anti-Rat IgG Whole molecule, Mouse IgG purified Immunoglobulin e 
Rabbit Anti-mouse IgG peroxidade conjugate (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, 
EUA). 
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Para o ensaio biológico, foram utilizados camundongos BALB/c fêmeas 
adquiridos do CEMIB (Centro Multidisciplinar de Investigação Biológica – 
Unicamp). O Projeto foi aprovado pela Comissão de Ética em Experimentação 
Animal da Unicamp (CEEA), protocolo n°1395-2 (Anexo  1). 
O fluxograma geral do experimento está apresentado na Figura 5. A β-
Lg, desnaturada por tratamento térmico ou na presença de agentes redutores (Cys 
ou DTT) foi polimerizada pela TG, liofilizada e avaliada quanto à digestibilidade in 
vitro. Amostras controle, nas quais não foi adicionada a enzima TG, também 
tiveram sua digestibilidade determinada. As amostras, polimerizadas ou não com 
TG, antes e após a digestão in vitro, foram caracterizadas pelos métodos SDS-
PAGE, SDS-PAGE/tricina e cromatografia líquida de alta eficiência de fase reversa 
(CLAE-FR). Posteriormente, as amostras foram avaliadas quanto à antigenicidade, 
exceto aquelas na presença de DTT, através de ensaios biológicos e 
imunoquímicos. 
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Figura 5. Fluxograma geral do experimento. 
4.2 Obtenção e caracterização da β-Lg polimerizada  
A polimerização da β-Lg foi estudada de duas maneiras: (1) a β-Lg  (7% 
p/v em água destilada) foi tratada termicamente a 80 °C por 60 min em banho 
termostatizado, visando a desnaturação da proteína para facilitar a ação da TG. 
Após o tratamento, a enzima TG foi adicionada na concentração de 0, 10 ou 25 U 
g-1 de proteína e (2) a β-Lg foi solubilizada (7% p/v) em solução de 0,1 ou 0,25 mol 
L-1  de Cys ou 0,02 mol L-1 de DTT, e a TG foi, então, adicionada (0, 10 ou 25 U g -
1
 de proteína). A reação com a TG, em ambos os experimentos, foi conduzida na 
condição ótima de temperatura para a ação da enzima, 50 °C, por 180 min em 
Ensaios Biológicos 
Adição de TG 
Caracterização 
Avaliação da 
antigenicidade 
β-Lg 
Tratamento térmico 
80 °C/60min 
Digestibilidade in vitro 
Caracterização 
 
Agente redutor 
Adição de TG 
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banho termostatizado e interrompida por resfriamento a 4 °C (VILLAS-BOAS, 
2008).  
No Quadro 1 pode ser visualizado o delineamento experimental dos 
tratamentos e nomenclatura das amostras. 
Quadro 1. Condições experimentais do tratamento da β-Lg e nomenclatura das                                                             
amostras. 
Tratamento 
Relação 
enzima/substrato 
(U g-1 de proteína) 
Agente redutor 
(mol L –1) 
Nomenclatura das 
amostras 
------ 0 ---- β-Lg N  
0                                                  β-Lg TT 80 °C                         
10      β-Lg TT 10TG                        
Tratamento 
térmico            
80° C/60 min 25 
---- 
β-Lg TT 25TG 
Tratamento 
térmico             
50 °C/180 min 
0 ----  β-Lg TT 50 °C 
0,1               β-Lg 0,1Cys                                 
0 
0,25 β-Lg 0,25Cys 
0,1               β-Lg 0,1Cys 10TG               
10 
0,25 β-Lg 0,25Cys 10TG 
0,1               β-Lg 0,1Cys 25TG               
Presença de Cys 
25 
0,25 β-Lg 0,25Cys 25TG 
0                                             β-Lg DTT                                                 
10      β-Lg DTT 10TG Presença de DTT 
25 
0,02 
β-Lg DTT 25TG 
 
O teor de nitrogênio total das amostras foi determinado pelo método de 
micro-Kjeldahl (AOAC, 1995). Para conversão do teor de nitrogênio em proteína, 
utilizou-se o fator 6,38. Para as amostras que continham Cys, o nitrogênio 
proveniente da adição deste aminoácido foi descontado do nitrogênio total para o 
cálculo do teor protéico. 
Material e Métodos 
 29 
4.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de SDS (SDS-PAGE) 
A determinação dos perfis eletroforéticos das proteínas polimerizadas 
ou não com a TG foi realizada em sistema SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970), em cuba 
vertical (Mini Protein II System, BioRad Laboratories, CA, EUA) e espaçadores de 
1 mm. Utilizou-se gel de separação com 15% de acrilamida e gel de empilhamento 
com 4% de acrilamida. As amostras foram diluídas em tampão redutor (0,0625 mol 
L-1 de Tris-HCl, 2% SDS, 20% glicerol, 5% β-mercaptoetanol e azul de bromofenol, 
pH 6,8) na concentração de 0,5% de proteína e aquecidas a 96 °C/10 min. Foram 
aplicadas alíquotas de 10 µL da solução da cada amostra. Após a corrida, os géis 
foram corados com Coomassie Blue R-250 (Sigma-Aldrich) na concentração de 
0,1% e descorado por meio de várias lavagens em solução ácido 
acético/metanol/água (1:4:5). A massa molar das frações protéicas foi estimada 
utilizando um padrão de marcadores (BioRad Laboratories – cód. 161-0304) 
contendo as seguintes frações protéicas: lisozima (14,4 kDa); inibidor de tripsina 
(21,0 kDa); anidrase carbônica (31,0 kDa); ovoalbumina (45,0 kDa); soro albumina 
(66,2 kDa); fosforilase b (97,4 kDa).  
Para avaliação do grau de polimerização das amostras polimerizadas 
com TG, foi realizada densitometria dos géis e obtida a relação entre a densidade 
ótica dos produtos com massa molar igual ou acima de 97,4 kDa e a densidade 
ótica total, como descrito por Villas-Boas (2008). Para análise densitométrica 
utilizou-se o Image Quant 400 Analysis Software versão 1.0.0 (Amersham 
Bioscience, Upsala, Suécia).  
4.4 Digestibilidade in vitro  
A análise foi realizada segundo o método descrito por Chicón et al. 
(2008), com adaptações. Amostras contendo cerca de 500 mg de proteína foram 
dispersas em 25 mL de água destilada por 30 min, ajustadas ao pH 2 com 0,1 N 
HCl e digeridas com pepsina (E:S 1:100 p/p), a 37 °C por 120 min, em agitação 
contínua. Em seguida, as soluções foram neutralizadas pela adição de 1 N NaOH 
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e digeridas com pancreatina (E:S 1:50 p/p), a 37 ºC por 180 min em agitação 
contínua. A reação enzimática foi interrompida com a adição de 10 mL da solução 
30% de ácido tricloroacético (TCA) e o volume foi ajustado para 50 mL com 
solução de 5% TCA, obtendo-se concentração final de 8%. As amostras foram 
deixadas em repouso por 10 min para precipitação da proteína não digerida. Foi 
realizada centrifugação a 3000 x g/30 min em temperatura ambiente, e 
posteriormente as amostras foram filtradas em papel de filtro tipo Whatman® 1. O 
nitrogênio presente no sobrenadante foi determinado pelo método de micro-
Kjeldahl (AOAC, 1995). A digestibilidade foi calculada pela equação: 
Digestibilidade (%) = ( ) ( )NsNtxNsNd −− /100  
onde Nd = mg de nitrogênio digerido; Ns = mg de nitrogênio originalmente solúvel 
da amostra; NT = mg de nitrogênio total da amostra.  
A digestibilidade in vitro foi determinada em duplicata. As amostras 
digeridas foram avaliadas por SDS-PAGE/tricina (Item 4.5) e CLAE-FR (Item 4.6). 
4.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de SDS e tricina (SDS-
PAGE/Tricina) 
O perfil eletroforético das amostras digeridas pela pepsina e 
pancreatina foi determinado em sistema SDS-PAGE/Tricina (Schagger e Von 
Jagow, 1987) em cuba vertical (Mini Protein II System, BioRad Laboratories) e 
espaçadores de 1 mm. Utilizou-se um sistema descontínuo composto de gel de 
separação, gel espaçador e gel de empilhamento com 15,5, 10 e 4% de 
acrilamida, respectivamente. Os digeridos foram diluídos em tampão redutor 
(0,0625 mol L-1 de Tris-HCl, 2% SDS, 20% glicerol, 5% β-mercaptoetanol, 
Coomassie Blue G-250, pH 6,8), aquecidos a 95 °C/10  min. Foram aplicadas 
alíquotas de 10 µL da solução da cada digerido, contendo 1% de proteína, com 
exceção das amostras β-Lg N, β-Lg TT 50 °C e TT 80 °C, que continham 0,1% de 
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proteína. Após as corridas, os géis foram mantidos por 12 h em solução fixadora 
metanol/ácido acético/água (4:1:5) e corados por 48 h em solução de 0,025% de 
Coomassie Blue G-250 (Sigma-Aldrich) em 10% de ácido acético. Posteriormente 
os géis foram descorados em solução de 10% ácido acético.  
A massa molar dos peptídeos foi estimada utilizando padrão de baixa 
massa molar, marca Sigma (Sigma-Aldrich - cód. M3548) contendo as seguintes 
frações protéicas: bradiquinina (1,06 kDa); cadeia β da insulina bovina oxidada 
(3,496 kDa); aprotinina de pulmão bovino (6,5 kDa); α-Lactolbumina de leite 
bovino (14,2 kDa); mioglobina de coração de cavalo (17,0 kDa); isomerase 
triosefosfato de músculo de coelho (26,6 kDa).  
4.6 Cromatografia líquida de alta eficiência de fase reversa (CLAE-FR) 
A análise cromatográfica foi realizada em sistema de cromatografia 
líquida de alta eficiência de fase reversa, consistindo de uma bomba Varian 9012, 
(Varian, Walnut Creek, CA, EUA - série 04824), um detector de absorbância de 
duplo comprimento de onda Varian 9050, série 02570 e munido de coluna C18 
Microsorb-MVTM (250 mm x 4,6 mm DI, 5 µm - Raenin Instrument Inc Company – 
Woburn, MA, EUA).  
As condições de corrida foram baseadas em Chicón et al. (2006), com 
modificações. A composição dos solventes foi: solvente A: 0,03% de Ácido 
trifluoracético (TFA) em água Milli-Q, solvente B: 0,03% TFA em acetonitrila de 
grau HPLC (High Performance Liquid Chromatography), e foram filtrados através 
de membrana 0,45 µm (Schleicher e Schüll, Dassel, Alemanha). A coluna foi 
mantida em temperatura ambiente, com fluxo de 1 mL min-1, detector fixado em 
214 nm, volume de injeção de 20 µL. A coluna foi equilibrada com 90% do 
solvente A e 10% do solvente B e as amostras foram eluídas em gradiente linear 
até 60% do solvente B em 30 min, sendo mantida de forma isocrática por 20 min e 
reequilibrada às condições iniciais durante 10 min. As amostras, com 
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concentração de 0,25% de proteína foram solubilizadas em 0,03% TFA e filtradas 
em membranas de acetato de celulose 22 µm (Schleicher & Schüll). 
Para obtenção e análise dos dados foi utilizado o software Star 
Chromatography Workstation (Varian). Os cromatogramas dos digeridos foram 
divididos em 3 zonas: (I) alta hidrofilicidade, até 12 minutos, com solução B na 
concentração entre 10% e 30%; (II) media hidrofilicidade, entre 12 e 18 minutos, 
com solução B entre 30% e 40% e (III) baixa hidrofilicidade, a partir de 18 minutos, 
com concentração de solução B acima de 40%. 
4.7 Ensaios biológicos e imunoquímicos 
A antigenicidade da β-Lg e da β-Lg tratada termicamente ou na 
presença de Cys, polimerizadas ou não com a TG, assim como os seus produtos 
da simulação da digestão com pepsina e pancreatina foi avaliada frente aos soros 
de animais sensibilizados com a β-Lg N e β-Lg polimerizada com TG, na 
concentração de 25 U g-1 de proteína, na presença de 0,25 mol L-1 de Cys (β-Lg 
0,25Cys 25TG) por meio de Imunoblote. O fluxograma dos experimentos está 
mostrado na Figura 6. 
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Figura 6. Fluxograma geral do ensaio biológico e imunoquímico. 
4.7.1 Animais 
Foram utilizados 25 camundongos fêmeas da linhagem BALB/c obtidos 
do CEMIB da Unicamp, com quatro semanas de vida e mantidos em gaiolas sob 
condições livre de patógenos (SPF) no Laboratório de Imunologia e Alergia 
Experimental (LIAE) da Faculdade de Ciências Médicas – FCM, da Universidade 
Estadual de Campinas – Unicamp, com umidade e temperatura controlados. Os 
animais receberam, ad libitum, água autoclavada e ração isenta de β-Lg (padrão- 
Nuvilab CR-1 (Nuvital Nutrients Ltda, Colombo, PR, Brasil) até a sexta semana de 
vida.  
 
 
β-Lg 0,25Cys 25TG  
Coleta de sangue 
Imunização dos animais 
Centrifugação e separação de soro 
Imunoblote  
Digeridos  
Alúmen Soro Fisiológico 
Proteínas  
β-Lg N 
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4.7.2 Fase de sensibilização com β-Lg nativa e β-Lg polimerizada 
pela TG na presença de Cys 
 A imunização dos animais foi realizada segundo o descrito por Villas-
Boas (2008). A sensibilização inicial (primeiro dia) foi realizada em todos os 
animais, com 6 semanas de vida. Os animais, divididos em quatro grupos, 
receberam, por via intraperitoneal (ip) e subcutânea (sc), um total de 50 µg de 
amostra suspensa em solução contendo adjuvante 3% Al(OH)3 (Alúmen), em 
volume total de 200 µl por animal. O grupo 1 recebeu β-Lg N, o grupo 2 a amostra 
β-Lg 0,25Cys 25TG, o grupo 3 recebeu alúmen (controle) e o grupo 4 recebeu 
0,9% NaCl (solução salina estéril – controle).  
No 14º e 21º dias após a sensibilização inicial, os animais receberam 
dose de reforço, por via intraperitonial (20 µg e 50 µg de cada amostra, 
respectivamente) em 200 µl de solução salina estéril no 14º dia e em alúmen no 
21º dia.  
Após 30 dias da sensibilização inicial, os animais foram anestesiados 
com injeção intraperitonial de 200 µl de tiopental sódico 2.5% (Cristália, SP, Brasil) 
para realização da punção cardíaca e coleta de sangue. Depois de retirado o 
sangue, este foi centrifugado a temperatura ambiente 380 x g/5 min para obtenção 
do soro. 
O protocolo de sensibilização está esquematizado na Figura 7. 
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Figura 7. Fluxograma do protocolo de sensibilização dos animais. 
4.7.3 Ensaio imunoquímico - Imunoblote 
As análises de Imunoblote foram realizadas conforme descrito por 
Copeland (1993) com adaptações de Villas-Boas (2008). Os digeridos com 
pepsina e pancreatina foram diluídos em tampão de solubilização com agente 
redutor e separados por eletroforese SDS-PAGE/tricina (SCHAGGER e VON 
JAGOW, 1987). As amostras preparadas com DTT não foram analisadas. Após o 
término da corrida, montou-se o sistema sanduíche com membranas de 
nitrocelulose (Schleicher e Schüll) e folhas de papel de filtro previamente 
embebidos por 30 min em tampão de transferência (0,02 mol L-1 de Tris-HCl, 0,15 
mol L-1 de glicina, pH 8,0 e 20% de metanol (v/v)). A transferência dos digeridos 
presentes nos géis para a membrana foi a 50 mA (amperagem constante) por 2 h. 
Para bloqueio dos sítios inespecíficos, foi utilizada solução de 3% BSA (p/v) em 
Controle 
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 n=5 
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ip 50 µg proteína 
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 50 µg proteína 
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PBS (solução salina fosfatada tamponada, pH 7,4) por 2 h e em seguida as 
membranas foram lavadas três vezes com solução de 1% BSA (p/v) e 0,05% 
polisorbato 20 (Tween 20) em PBS. 
 Para análise de IgE, as membranas foram incubadas com 10 mL de 
anticorpo primário (soro) correspondentes a cada grupo de animais, na proporção 
1:250 em PBS por 16 h a 4 ºC em agitador de plataforma tipo Rocker, seguida por 
incubação com 10 mL de anticorpo secundário na proporção 1:1.000 (Purified Rat 
Anti-mouse IgE) em PBS por 16 h a 4 ºC. As membranas foram lavadas três vezes 
com solução de 1% BSA (p/v) e 0,05% Tween 20 em PBS e então incubadas por 
2 h com anticorpo conjugado com peroxidase na proporção 1:50.000 (Anti-Rat IgG 
Whole molecule) em PBS, seguida por incubação de 15 min com tetrahidrocloreto 
de diaminobenzidina (DAB), na concentração 0,05% em PBS. Utilizou-se solução 
reveladora (CoCl2 . 6H2O + NiSO4) e peróxido de hidrogênio para verificar os sítios 
de ligação da enzima. 
As amostras não digeridas, exceto aquelas com DTT, também foram 
analisadas por Imunoblote pelo mesmo protocolo descrito anteriormente para os 
digeridos, porém as proteínas foram separadas por eletroforese SDS-PAGE 
(LAEMMLI, 1970). A resposta imune foi avaliada visualmente pela intensidade das 
bandas marcadas na membrana de nitrocelulose. 
4.8 Análise Estatística 
Os valores de digestibilidade foram expressos como média ± desvio 
padrão. Os resultados foram submetidos à análise de variância ANOVA e teste de 
Tukey para a análise das diferenças entre as médias. Utilizou-se o programa 
computacional The SAS System 8c - Statistical Analysis System (versão 9.1.3, 
SAS Institute Inc, Cary, NC, EUA, 2003) e os valores de p<0,05 foram 
considerados significativos. 
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5. Resultados e Discussão 
5.1 Caracterização dos Materiais 
A β-Lg apresentou 92,3 ± 0,8% de proteína. Este valor foi utilizado 
como referência para os cálculos da relação E:S na etapa de polimerização. 
 O perfil eletroforético obtido em sistema SDS-PAGE em meio redutor e 
o perfil cromatográfico obtido por cromatografia líquida de fase reversa (CLAE-FR) 
da β-Lg estão apresentados na Figura 8. No sistema SDS-PAGE (Figura 8A), 
observou-se uma banda única correspondente à β-Lg na forma monomérica, com 
massa molar de aproximadamente 18,4 kDa. As principais variantes da β-Lg, A e 
B, apresentam massa molar de 18,362 kDa e 18,276 kDa, respectivamente, por 
causa de diferenças nos aminoácidos na posição 64 e 118 (DOUCET e 
FOEGEDING, 2005). No entanto, na eletroforese em condições desnaturantes, as 
cargas das variantes se igualam e originam uma única banda. Observou-se 
também uma banda de pouca intensidade, de massa molar de aproximadamente 
36,8 kDa, que parece corresponder ao dímero de β-Lg. O perfil cromatográfico 
obtido por CLAE-FR (Figura 8B) mostrou apenas um pico, referente a β-Lg, com 
eluição em aproximadamente 30 min. 
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Figura 8. Perfil da β-Lg: (A) em SDS-PAGE. Coluna 1: padrão de massa molar (14,4 - 97,4 kDa), 
coluna 2: β-Lg. (B) em CLAE-FR, na concentração de 0,25% de proteína.  
 
O perfil eletroforético da TG (Figura 9) apresentou uma única banda na 
região de aproximadamente 40 kDa. Este resultado está em concordância com 
Kanaji et al. (1993) que reportaram massa molar de 38 kDa por SDS-PAGE e 
cromatografia de permeação em gel. 
                                    
 
Figura 9. Perfil eletroforético da TG, em SDS-PAGE. (1): padrão massa molar (14,4-97,4 kDa), 
(2): enzima TG. 
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5.2 Polimerização da β-Lg: Influência do tratamento térmico e agentes 
redutores 
Em seu estado nativo, a β-Lg não é um bom substrato para a TG 
(EISSA et al., 2006) devido à sua estrutura globular compacta. No entanto, a 
desnaturação térmica ou química da β-Lg pode facilitar a atuação da TG (EISSA et 
al., 2006). A desnaturação térmica (80 °C/60 min) p ode expor as cadeias laterais 
dos resíduos de glutamina e lisina e romper as pontes de hidrogênio que 
estabilizam a estrutura da β-Lg, com formação de polímeros (SHARMA, 
LORENZEN e OVIST, 2001; EISSA et al., 2006). A desnaturação química, por 
agentes redutores, como o DTT, cliva as ligações dissulfeto, abrindo a molécula e 
expondo os sítios de ligação da proteína com a TG (FORT et al., 2007). No 
entanto, como o DTT não pode ser utilizado na produção de alimentos, o 
aminoácido Cys é uma alternativa para substituir o DTT como agente redutor 
(FAERGEMAND, OTTE e QVIST,1997). 
Os perfis eletroforéticos (SDS-PAGE) da β-Lg submetida tanto ao 
tratamento térmico (80 ºC/60 min) quanto à desnaturação química por Cys (0,1 e 
0,25 mol L-1) ou DTT (0,02 mol L-1), com e sem polimerização pela TG (10 e 25 U 
g-1 de proteína) são mostrados na Figura 10.  
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Figura 10. Perfil eletroforético SDS-PAGE, em meio redutor, da β-Lg, β-Lg tratada termicamente 
ou na presença de agentes redutores, polimerizadas ou não pela TG. Colunas: (1) padrão de 
massa molar (14,4 – 97,4 kDa); (2) β-Lg N; (3) β-Lg TT 80 ºC; (4) β-Lg TT 10TG; (5) β-Lg TT 25TG; 
(6) β-Lg TT 50 ºC; (7) β-Lg 0,1Cys; (8) β-Lg 0,1Cys 10TG; (9) β-Lg 0,1Cys 25TG; (10) β-Lg 
0,25Cys; (11) β-Lg 0,25Cys 10TG; (12) β-Lg 0,25Cys 25TG; (13) β-Lg DTT; (14) β-Lg DTT 10TG; 
(15) β-Lg DTT 25TG.  
 
Para as amostras que não sofreram ação da TG (Figura 10 colunas 2, 
3, 6, 7, 10 e 13) foram observadas uma banda de alta intensidade, correspondente 
à β-Lg monomérica (18,4 kDa) e uma banda de menor intensidade referente a β-
Lg na forma dimérica (36,8 kDa). Esta última apresentou maior intensidade no 
perfil das amostras submetidas aos diferentes tratamentos do que no perfil da β-Lg 
N.   
As amostras polimerizadas com a TG (Figura 10, colunas 4, 5, 8, 9, 11, 
12, 14 e 15) apresentaram diminuição da intensidade referente à β-Lg monomérica 
e o aparecimento de bandas que não conseguiram penetrar no gel de 
empilhamento, além de outras localizadas no inicio do gel de separação, que 
indicam a formação de polímeros de alta massa molar. Em toda a extensão do gel 
de separação, observou-se também a presença de bandas largas e difusas, 
indicando produtos polimerizados com diferentes massas molares. Segundo 
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Gauche (2008), a polimerização pode ocorrer tanto entre os monômeros quanto 
entre os próprios polímeros formados, gerando produtos de alta massa molar. 
Os perfis eletroforéticos das amostras tratadas termicamente e 
polimerizadas com a TG, na concentração de 10 ou 25 U g-1 (Figura 10, colunas 4 
e 5), foram similares aos obtidos por De Jong e Koppelman (2002), Eissa, Bisram 
e Khan (2004) e Villas-Boas (2008), que observaram a formação de produtos de 
alta massa molar tanto no topo do gel quanto no gel de empilhamento. A presença 
do aminoácido Cys, nas concentrações estudadas (0,1 e 0,25 mol L-1), facilitou a 
polimerização da β-Lg pela TG (Figura 10, colunas 8, 9, 11 e 12), em 
concordância com o reportado por Villas-Boas (2008), que polimerizou a β-Lg sob 
as mesmas condições utilizadas no presente trabalho. Fort et al. (2007) também 
verificaram que o aminoácido Cys foi efetivo para aumentar a ação da TG em 
proteínas globulares como as do plasma, levando à formação de polímeros de alta 
massa molar por ligações cruzadas covalentes. 
A β-Lg polimerizada com a TG (10 ou 25 U g-1) na presença de 0,02 
mol L-1 de DTT (Figura 10, colunas 14 e 15) apresentou perfis eletroforéticos 
semelhantes aos obtidos por Faergemand, Otte e Qvist (1997), que submeteram a 
β-Lg (8% p/p) à polimerização com 10 U de TG g-1, na presença de 0,02 mol L-1 de 
DTT. Truong et al. (2004) também obtiveram perfis similares ao do presente 
estudo após polimerização de proteínas do soro de leite com TG, na concentração 
de 10 e 25 U g-1, na presença de 0,01 mol L-1 de DTT.  
O grau de polimerização das amostras de β-Lg tratada termicamente ou 
na presença de agentes redutores Cys ou DTT, polimerizadas com 10 ou 25 U TG 
g-1 está apresentado na Tabela 1.  
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Tabela 1. Grau de polimerização das amostras de β-Lg polimerizada com 10 ou 
25 U de TG g-1 após tratamento térmico (80 ºC/60 min) ou na presença de agentes 
redutores (Cys ou DTT), com valores expressos em porcentagem. 
Grau de Polimerização (%)  
Tratamento 
 
10 U de TG g-1  25 U de TG g-1  
 
TT 80 ºC 
 
82,9 b; A 85,0  b; A 
 
Cys 0,1 mol L-1  
 
86,4 ab; A 88,5 b; A 
 
Cys 0,25 mol L-1  
 
77,3 b; B 91,9 ab; A 
 
DTT 0,02 mol L-1  
 
93,4 a; A 96,6 a; A 
Letras minúsculas diferentes na mesma coluna e letras maiúsculas diferentes na mesma linha 
indicam diferença estatística (p < 0,05). Os valores são médias de duas determinações. 
 
O grau de polimerização variou de 77,3 a 96,6%, sendo que na 
presença de DTT obteve-se os maiores valores. O menor valor obtido foi para a 
amostra polimerizada com 10 U de TG g-1, na presença de 0,25 mol L-1 de Cys. De 
forma geral, o grau de polimerização não aumentou com o aumento da 
concentração da TG. A exceção foi a amostra polimerizada na presença de 0,25 
mol L-1 de Cys, onde o grau de polimerização aumentou 19% quando a 
concentração de TG passou de 10 para 25 U g-1 de proteína . 
Os valores de grau de polimerização obtidos com TG (10 ou 25 U g-1 de 
proteína) na presença de DTT foram superiores aos obtidos na presença de Cys 
ou após tratamento térmico. Este resultado pode ser devido ao DTT manter o sítio 
ativo sulfidril da enzima no estado reduzido, o que pode, segundo Wilcox e 
Swaisgood (2002), levar ao aumento de 10-25% da atividade da TG. Por outro 
lado, o DTT pode ter sido o agente redutor mais efetivo na quebra das pontes 
dissulfeto, expondo um número maior de resíduos de glutamina e lisina.  
Resultados e Discussão 
 43 
O grau de polimerização obtido, utilizando TG nas concentrações de 10 
e 25 U g-1 de proteína após o tratamento térmico, foram iguais ou superiores a 
82%, valores semelhantes ao verificado por Villas-Boas (2008), que obteve grau 
de polimerização de 80% para a amostra polimerizada com 25 U de TG g-1. O 
tratamento térmico expõe as cadeias laterais dos resíduos de glutamina e lisina, 
facilitando a ação da TG e subsequente formação de polímeros (SHARMA, 
LORENZEN e OVIST, 2001; EISSA et al., 2006; GAUCHE, 2008).  
Na presença 0,25 mol L-1 de Cys, houve aumento no grau de 
polimerização quando a concentração de TG aumentou de 10 para 25 U g-1 de 
proteína. A Cys adicionada pode formar pontes dissulfeto com o grupo tiol da 
Cys64 presente no sítio ativo da TG (KASHIWAGI et al. 2002), o que pode ter 
diminuído a atividade da enzima. Os resultados obtidos com a adição de 25 U de 
TG g-1 estão de acordo com o relatado por Villas-Boas (2008), que ao utilizar a 
mesma concentração de TG, obteve grau de polimerização acima de 90% na 
presença de 0,25 mol L-1 de Cys. 
Os resultados sugerem que a utilização de 0,1 ou 0,25 mol L-1 de Cys, 
pode ser uma boa alternativa para eficiência de polimerização por TG, 
principalmente com 25 U g-1 de proteína, visto que o grau de polimerização obtido 
foi maior que o com tratamento térmico, como verificado por Villas-Boas (2008) e 
similar ao obtido na presença de DTT, o que também foi observado por 
Faergemand, Otte e Qvist (1997). 
5.3 Digestibilidade in vitro 
Uma das formas de avaliação do valor nutritivo de uma proteína é pela 
sua digestibilidade por metodologias in vivo ou in vitro. O modelo in vitro tem sido 
o mais usado devido a sua simplicidade e rapidez (TANG, LI e YANG, 2006). A 
digestão in vitro é, em geral, realizada com pepsina e pancreatina, para simular o 
processo digestório do organismo humano.  
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A digestibilidade da β-Lg foi avaliada após tratamento térmico (80 ºC/60 
min) ou na presença de agentes redutores Cys (0,1 e 0,25 mol L-1) ou DTT (0,02 
mol L-1), e submetida ou não a reação de polimerização pela TG (10 e 25 U g -1 de 
proteína). Os valores obtidos estão apresentados na Tabela 2. 
 
Tabela 2. Digestibilidade in vitro da β-Lg N e β-Lg tratada termicamente (80 ºC/60 
min) ou na presença de agentes redutores (Cys ou DTT), polimerizada ou não 
com transglutaminase (TG) (10 ou 25 U g-1), com valores expressos em 
porcentagem. 
 
Digestibilidade (%)  
Tratamento 
 
0 U de TG g-1  10 U de TG g-1  25 U de TG g-1  
 
β-Lg N  
 
53,6 ± 0,7 e nd nd  
 
T T 50 ºC 
 
56,9 ± 0,5 d nd nd  
 
T T 80 ºC 
 
56,8 ± 0,7 d;C 59,8 ± 0,6 d; B 64,8 ± 0,6 d; A 
 
0,1 mol L-1 Cys 
 
94,2 ± 0,5 b; A 79,8  ± 0,5 c; C 86,0 ± 0,8 b; B 
 
0,25 mol L-1 Cys 
 
87,5 ± 0,4 c; A 86,6 ± 0,3 b; B 74,9 ± 0,3 c; C 
 
0,02 mol L-1 DTT  
 
96,2 ± 0,4 a; A 94,7 ± 0,3 a; B 92,6 ± 0,3 a; C 
nd: não determinado. 
Letras minúsculas diferentes na mesma coluna e letras maiúsculas diferentes na mesma linha 
indicam diferença estatística (p < 0,05). 
 
A β-Lg N apresentou o menor valor de digestibilidade dentre as 
amostras estudadas, 53,6%. A desnaturação química foi a que mais teve impacto 
sobre a digestibilidade da β-Lg. Na presença de Cys, houve aumento na 
digestibilidade da β-Lg, porém, os valores foram inferiores aos obtidos na 
presença do DTT. Já o tratamento térmico foi o que menos contribuiu para o 
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aumento da digestibilidade da β-Lg. O baixo valor de digestibilidade da β-Lg N 
deve-se à sua resistência à ação das enzimas digestivas, uma vez que a sua 
estrutura é estável nos pHs ótimos das enzimas gastrintestinais e esconde os 
sítios de clivagem das enzimas (REDDY, KELLA e KINSELLA, 1988). 
Para as amostras não tratadas com TG, observou-se que tanto a 
desnaturação física como a química aumentaram a digestibilidade da β-Lg. O 
tratamento térmico a 50 ou 80 ºC expuseram alguns sítios de clivagem da β-Lg às 
enzimas digestivas, levando ao aumento da digestibilidade protéica. Reddy, Kella 
e Kinsella (1988), no entanto, relataram aumento da digestibilidade da β-Lg 
somente quando esta foi submetida a temperaturas acima de 80 °C. Na 
desnaturação química, a presença de agentes redutores levou ao rompimento das 
ligações dissulfeto, com abertura da molécula e exposição dos sítios de clivagem 
às enzimas digestivas, aumentando, então, a digestibilidade. A digestibilidade da 
β-Lg diminuiu 7% com o aumento da concentração de Cys de 0,1 para 0,25 mol L-
1
. Elkhalifa et al. (1999) verificaram que a digestibilidade das proteínas do sorgo 
aumentou com o acréscimo de Cys até a concentração de 0,5 mol L-1, onde se 
obteve valor de digestibilidade 272 vezes maior que o da proteína nativa. 
A ação da TG resultou no aumento da digestibilidade apenas quando a 
β-Lg foi previamente tratada termicamente (80 °C/ 60 min). O aumento foi maior 
quanto maior foi a concentração de TG utilizada. Possivelmente, com a 
polimerização, houve exposição de um número maior de sítios para ação das 
enzimas digestivas. O contrário, porém, foi relatado por Tang, Li e Yang (2006), 
que verificaram que a polimerização do isolado protéico de soja (IPS) tratado 
termicamente (80 ºC/45 min) diminuiu a digestibilidade com pepsina e tripsina, 
20% e 19% respectivamente, quando comparado com o IPS tratado termicamente 
e não polimerizado. Segundo os autores, a polimerização pode ter resultado em 
agregação, interferindo negativamente na digestibilidade.  
As amostras polimerizadas na presença de 0,25 mol L-1 de Cys ou 0,02 
mol L-1 de DTT tiveram sua digestibilidade diminuída em até 14% quando a 
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concentração da TG passou de 10 para 25 U g-1 de proteína. Possivelmente os 
sítios de clivagem da proteína que haviam sido expostos devido à desnaturação 
química podem ter sido ocultos devido à polimerização, reduzindo a 
digestibilidade. No entanto, na presença de 0,1 mol L-1 de Cys, o aumento da 
concentração de TG de 10 para 25 U g-1 de proteína aumentou a digestibilidade 
em torno de 7%, embora não tenham sido observadas diferenças entre os graus 
de polimerização.  
Os perfis eletroforéticos das amostras digeridas com pepsina e 
pancreatina estão apresentados na Figura 11. Os digeridos da β-Lg N, assim 
como os da β-Lg tratada termicamente a 80 ou 50 ºC (Figura 11, colunas 1, 2 e 5) 
apresentaram uma banda correspondente ao seu monômero (18,4 kDa), indicando 
resistência à ação das enzimas digestivas, o que está de acordo com os valores 
de digestibilidade obtidos, que foram os menores dentre as amostras analisadas. 
Resultado semelhante foi reportado por Guo, Fox e Flynn (1995) para a β-Lg 
tratada termicamente a 60-80 ºC e digerida por pepsina e tripsina.  
Nos perfis dos digeridos da β-Lg tratada com agentes redutores, 
observou-se bandas com massas molares menores que 14 kDa e a presença de 
β-Lg intacta foi observada apenas no digerido da amostra β-Lg 0,1Cys (Figura 11, 
coluna 6). O digerido da β-Lg DTT (Figura 11, coluna 12) foi, dentre as amostras 
avaliadas, o que apresentou a banda de menor intensidade na região de massa 
molar menor que 6,5 kDa. Tendo em vista que esta amostra apresentou o maior 
valor de digestibilidade, 96,2%, a presença de peptídeos de baixa massa molar 
pode ter sido subestimada devido à técnica de coloração utilizada, pois peptídeos 
com massas molares inferiores à 3 kDa apresentam baixa afinidade pelo corante 
Coomassie Blue G-250 (SCHAGGER e VON JAGOW, 1987). 
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Figura 11. Perfil eletroforético SDS-PAGE/tricina, em meio redutor, de β-Lg, β-Lg tratada 
termicamente ou na presença de agentes redutores, polimerizadas ou não pela TG, digeridos por 
pepsina e pancreatina. Colunas: (1) β-Lg N; (2) β-Lg TT 80 ºC; (3) β-Lg TT 10TG; (4) β-Lg TT 25 
TG; (5) β-Lg TT 50 ºC; (6) β-Lg 0,1Cys; (7) β-Lg 0,1Cys 10TG; (8) β-Lg 0,1Cys 25TG; (9) β-Lg 
0,25Cys; (10) β-Lg 0,25Cys 10TG; (11) β-Lg 0,25Cys 25TG; (12) β-Lg DTT; (13)β-Lg DTT 10 TG; 
(14) β-Lg DTT 25TG; (15) padrão de massa molar (6,5-26 kDa). 
 
Nos perfis dos digeridos das amostras tratadas termicamente e 
polimerizadas pela TG não foi detectada banda correspondente ao monômero da 
β-Lg. Bandas difusas com massas molares menores que 14 kDa foram 
visualizadas nos perfis dos digeridos das amostras β-Lg TT 10TG e β-Lg TT 25TG 
(Figura 11, colunas 3 e 4). No entanto, é visível a presença de produtos de alta 
massa molar no início do gel espaçador e no gel de separação, além de produtos 
que não conseguiram entrar no gel superior (Figura 11, colunas 3 e 4), indicando 
que polímeros não sofreram digestão ou foram parcialmente digeridos. Estes 
resultados estão de acordo com os valores de digestibilidade destas amostras, 
que foram os menores dentre as amostras polimerizadas. 
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Nos perfis eletroforéticos (SDS-PAGE/tricina) dos digeridos das 
amostras polimerizadas na presença de Cys ou DTT, foram observadas bandas 
difusas por todo o gel de separação (Figura 11, colunas 7, 8, 10 e 11), indicando a 
formação de peptídeos de diferentes massas molares pelas enzimas 
gastrintestinais. Os digeridos das amostras de β-Lg 0,1Cys 25TG e β-Lg 0,25Cys 
10TG (Figura 11, colunas 8 e 10) mostraram perfis eletroforéticos similares, com 
bandas de baixa intensidade. Os digeridos de β-Lg 0,1Cys 10TG, β-Lg 0,25Cys 
25TG e β-Lg DTT 25 TG (Figura 11, colunas 7, 11 e 14) mostraram perfis 
semelhantes, porém a amostra com DTT mostrou produtos de alta massa molar 
no topo do gel de empilhamento. No entanto, os valores de digestibilidade foram 
diferentes, sugerindo que a digestão dos polímeros produziu peptídos de 
diferentes massas molares. 
Na Figura 12 são apresentados os perfis cromatográficos da β-Lg não 
digerida e dos digeridos da β-Lg e tratadas termicamente a 50 ou 80 ºC. O perfil 
de eluição foi dividido em três zonas de acordo com a porcentagem de acetonitrila 
no eluente. 
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Figura 12: Perfil cromatográfico de β-Lg não digerida (A) e dos digeridos por pepsina e 
pancreatina de β-Lg N (B), β-Lg TT 50 ºC (C) e β-Lg TT 80 ºC (D). As amostras foram eluídas na 
concentração de 0,25% de proteína. Região I: Alta hidrofilicidade, Região II: média hidrofilicidade, 
Região III: Baixa hidrofilicidade. 
 
A β-Lg não digerida (Figura 12A) foi eluida aos 30 min, em único pico, 
na região mais hidrofóbica (região III). Os perfis dos digeridos da β-Lg N e da β-Lg 
tratada a 50 e 80 ºC (Figura 12B, C e D) foram semelhantes, indicando que os 
tratamentos térmicos realizados não influenciaram na ação das enzimas 
gastrintestinais. Os cromatogramas dos digeridos apresentaram inúmeros picos 
nas regiões I e II e poucos picos na região III. Os principais picos, eluídos em 4, 8, 
11 e 13 min, estão presentes em todas nas amostras, com maior intensidade na 
amostra β-Lg TT 50 ºC (Figura 12C) e referem-se a peptídeos de alta e média 
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hidrofilicidade. Não foi observado, em nenhum dos perfis dos digeridos, pico 
referente à β-Lg, ao contrário do que foi observado na análise de eletroforese 
(Figura 11), que mostrou a presença de β-Lg na forma monomérica nos digeridos 
de β-Lg N e β-Lg tratada termicamente a 50 e 80 ºC. Possivelmente, na 
preparação destas amostras para a análise cromatográfica, a β-Lg residual não foi 
solubilizada, não sendo, então, detectada.  
Na Figura 13 estão apresentados os cromatogramas dos digeridos das 
amostras tratadas termicamente ou na presença de agente redutor Cys ou DTT, 
polimerizadas ou não pela TG. Todos os digeridos apresentaram grande número 
de picos na região I e II, de baixa e média hidrofilicidade, enquanto que na região 
III observou-se um número reduzido de picos.  
Os digeridos de β-Lg na presença de 0,1 mol L-1 de Cys ou 0,02 mol L-1 
de DTT apresentaram perfis semelhantes (Figura 13C e J), destacando-se grande 
quantidade de picos na região I, indicando peptídeos hidrofílicos, possivelmente 
de baixa massa molar, resultado dos alta digestibilidade destas amostras. O 
digerido da amostra polimerizada na presença de 0,25 mol L-1 de Cys (Figura 
13G) mostrou perfil diferenciado das demais, principalmente na região I e II, na 
qual o pico eluido entre 13 e 15 min apresentou menor intensidade. A amostra 
tratada termicamente apresentou perfil com picos de baixa intensidade, o que 
pode sugerir baixa solubilidade desta amostra na solução de 0,03% TFA. 
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Figura 13: Perfil cromatográfico dos digeridos por pepsina e pancreatina de β-Lg TT 80 ºC (A), β-
Lg TT 10TG (B), β-Lg TT 25TG (C), β-Lg 0,1Cys (D), β-Lg 0,1Cys 10TG (E), β-Lg 0,1Cys 25TG (F), 
β-Lg 0,25Cys (G), β-Lg 0,25Cys 10TG (H), β-Lg 0,25Cys 25TG (I), β-Lg DTT (J), β-Lg DTT 10TG 
(K),  β-Lg DTT 25TG (L). As amostras foram eluídas na concentração de 0,25% de proteína.Região 
I: Alta hidrofilicidade, Região II: média hidrofilicidade, Região III: Baixa hidrofilicidade. 
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Com a polimerização pela TG, na presença de 0,1 mol L-1 de Cys ou de 
0,02 mol L-1 de DTT, as amostras apresentaram maior número de picos na região 
II, com redução da intensidade dos picos da região hidrofílica (Figuras 13E-F e 
13K-L). Já os digeridos das amostras tratadas termicamente (Figura 13B-C) 
mostraram perfis silimares aos da amostra polimerizada na presença de 0,1 mol L-
1 de Cys ou 0,02 mol L-1 de DTT. Estas amostras, possivelmente apresentaram 
baixa solubilidade em 0,03% TFA, pois os perfis apresentaram intensidade 
reduzida, em comparação aos das demais amostras. 
Os perfis dos digeridos das amostras polimerizadas na presença de 
0,25 mol L-1 de Cys (Figura 13H-I) foram diferentes dos perfis das demais 
amostras, sugerindo que nesta concentração, a Cys afetou o tipo de peptídeos 
liberados pelas enzimas gastrintestinais. Houve redução do número de picos na 
região I e aumento na região II. O principal pico da região II, eluído entre 13 e 15 
min, diminuiu de intensidade e outros picos mais hidrofóbicos, eluídos depois de 
15 min, foram liberados. A intensidade destes picos aumentou com a adição de 10 
U de TG g-1, e diminuiu com 25 U de TG g-1 de proteína. O perfil da amostra 
polimerizada com 25 U de TG g-1 mostrou intensidade diminuida em relação ao 
perfil da amostra não polimerizada e com 10 U de TG g-1, possivelmente devido à 
sua menor solubilidade. 
5.4 Avaliação da antigenicidade por Imunoblote 
A antigenicidade das amostras foi avaliada por Imunoblote quanto à 
resposta de IgE específica, utilizando os soros dos animais sensibilizados com β-
Lg N ou β-Lg 0,25Cys 25TG. Os soros dos animais sensibilizados com alúmen ou 
solução salina estéreis foram utilizados como controle. As amostras tratadas com 
DTT não foram avaliadas, pois este agente redutor não é utilizado em alimentos. 
O reconhecimento das amostras pelas IgE foi avaliado visualmente pela 
intensidade das bandas marcadas na membrana de nitrocelulose (JANEWAY et 
al., 2002). 
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A resposta dos soros dos animais sensibilizados com alúmen ou 
solução salina frente às amostras não digeridas estão apresentadas na Figura 14. 
Nas membranas, bandas referentes às amostras não digeridas (Figura 14A e B) 
ou digeridas por pepsina e pancreatina (Figura 14C e D) não foram observadas, 
sugerindo que os soros dos animais não reconheceram às amostras estudadas.  
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Figura 14. Reatividade de IgE específica nos soros dos animais sensibilizados com: Alúmen (A e 
B); Salina (C e D), frente as amostras antes e após digestão por pepsina e pancreatina. Colunas: 
(1) β-Lg N; (2) β-Lg TT 80 ºC; (3) β-Lg TT 10TG; (4) β-Lg TT 25TG; (5) β-Lg TT 50 ºC; (6) β-Lg 
0,1Cys; (7) β-Lg 0,1Cys 10TG; (8) β-Lg 0,1Cys 25TG; (9) β-Lg 0,25Cys; (10) β-Lg 0,25Cys 10TG; 
(11) β-Lg 0,25Cys 25TG.  
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A resposta de IgE específica presente no soro de animais 
sensibilizados com β-Lg N frente as amostras antes e após digestão pelas 
enzimas gastrintestinais está apresentado na Figura 15. Em relação às amostras 
não digeridas, as IgE específicas reconheceram a β-Lg N (agente sensibilizante) 
bem como a proteína desnaturada tanto por processo térmico quanto na presença 
de Cys, polimerizada ou não pela TG (Figura 15A). A β-Lg é uma das proteínas 
mais alergênicas encontradas no leite de várias espécies de animais (WAL, 2001), 
e a sua imunorreatividade está relacionada aos epítopos lineares e aos 
conformacionais presentes em sua estrutura. Clément et al. (2002) verificaram que 
havia epítopos não só na α-hélice e folhas externas, como também nas folhas-β, 
localizadas no interior da molécula.  
Nas amostras tratadas termicamente foi observado que as bandas 
referentes à β-Lg na forma monomérica e dimérica foram marcados intensamente, 
indicando que as amostras foram reconhecidas como antígenos pelas IgE 
específicas (Figura 15A, colunas 2 e 5). Este resultado está em concordância com 
Kleber et al. (2004), que reportaram que a β-Lg, quando previamente tratada a 
temperaturas entre 75 e 90 °C por 15 min, apresento u alta antigenicidade. A 
desnaturação pode aumentar a acessibilidade aos epítopos que estavam ocultos, 
aumentando a antigenicidade (KLEBER et al., 2004). 
 Nas amostras tratadas termicamente e polimerizadas com TG, bandas 
correspondentes ao monômero e ao dímero da β-Lg foram marcadas, mostrando 
que foram reconhecidas pelas IgE específicas (Figura 15A, colunas 3 e 4), fato 
também observado por Villas-Boas (2008). Este resultado deve-se, possivelmente, 
à exposição de sítios antigênicos que podem ter sido expostos e/ou formados em 
decorrência do tratamento térmico e/ou da posterior polimerização com TG 
(MERZEJEWSKA e KUBICKA, 2006; VILLAS-BOAS, 2008). Clare et al. (2007) 
verificaram que proteínas do amendoim tratadas termicamente e polimerizadas 
com TG não apresentaram diminuição da resposta antigênica, conservando a 
capacidade de ligação à IgE, similar às das frações não polimerizadas.  
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Para as amostras na presença de Cys, polimerizadas ou não pela TG, 
bandas correspondentes ao monômero e ao dímero da β-Lg foram marcadas, 
indicando que as IgE específicas reconheceram estas amostras como antígenos 
(Figura 15A, colunas 6-11). Porém, quando polimerizadas com 25 U de TG g-1 
(Figura 15A, colunas 8 e 11), a intensidade das bandas foi menor do que as das 
amostras polimerizadas com 10 U de TG g-1 (Figura 15A, colunas 7 e 10). 
Possivelmente, na presença de Cys, as mudanças estruturais causadas pela 
polimerização com 25 U de TG g-1 alteraram e/ou ocultaram epítopos 
conformacionais presentes na β-Lg. Villas-Boas (2008) observou, pelos métodos 
de Imunoblote e ELISA, que a polimerização com 25 U de TG g-1 na presença de 
Cys diminuiu a antigenicidade da β-Lg, quando avaliada frente ao soros dos 
animais pré-sensibilizados com a proteína nativa. 
Watanabe et al. (1994) constataram que a polimerização das frações 
solúveis e insolúveis do trigo com diferentes concentrações de TG diminuíram a 
reposta antigênica deste produto ao mascarar sítios de ligação das proteínas com 
as IgE. Babiker et al. (1998) verificaram que a modificação das proteínas da soja 
com TG levou ao mascaramento de determinantes antigênicos e redução da 
alergenicidade, verificada pelos métodos Imunoblote e ELISA, utilizando soro de 
pacientes alérgicos a estas proteínas. Clare et al. (2008) verificaram, por Western 
Blotting, que farinha de amendoim, dispersa ou não com caseína, e polimerizada 
pela TG apresentaram diminuição da capacidade de ligação com as IgE presentes 
nos soros de indivíduos alérgicos ao amendoim. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resultados e Discussão 
 56 
 
      
 
 
 
           
 
 
Figura 15. Reatividade da IgE nos soros dos animais sensibilizados com β-Lg N frente as 
amostras não digeridas (A) e digeridas por pepsina e pancreatina (B). Colunas: (1) β-Lg N; (2) β-Lg 
TT 80 ºC; (3) β-Lg TT 10TG; (4) β-Lg TT 25TG; (5) β-Lg TT 50 ºC; (6) β-Lg 0,1Cys; (7) β-Lg 0,1Cys 
10TG; (8) β-Lg 0,1Cys 25TG; (9) β-Lg 0,25Cys; (10) β-Lg 0,25Cys 10TG; (11) β-Lg 0,25Cys 25TG.  
(A) 
(B) 
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Na avaliação da antigenicidade dos digeridos (Figura 15B), verificou-se 
marcação de banda na região correspondente ao monômero da β-Lg, ainda 
presente no digerido de β-Lg N (Figura 15B, coluna 1). A β-Lg N foi parcialmente 
resistente à ação das enzimas digestivas, nas condições estudadas, sendo 
reconhecida pelas IgE específicas. Asselin et al. (1989), ao contrário, relataram 
que a digestão com pepsina e quimotripsina foi eficiente na redução da 
antigenicidade da  β-Lg. Nos digeridos das amostras tratadas termicamente e não 
polimerizadas (Figura 15B, colunas 2 e 5), a banda referente à β-Lg foi marcada, 
porém, em menor intensidade que no digerido da β-Lg N (Figura 15B, coluna 1).  
O digerido da β-Lg TT 80 ºC (Figura 15B, coluna 2) foi menos 
reconhecido que o da β-Lg TT 50 ºC (Figura 15B, coluna 5), sugerindo que as 
mudanças estruturais decorrentes do tratamento térmico a 80 °C facilitaram a 
clivagem dos epítopos expostos e/ou gerados nestas condições. Peyron et al. 
(2006) verificaram, por Imunoblote, redução da antigenicidade da β-Lg após ser 
tratada termicamente a 80 °C/60 min e digerida por tripsina. Os digeridos das 
amostras tratadas termicamente a 80 °C e polimeriza das com TG não foram 
reconhecidos como antígenos (Figura 15B, colunas 3 e 4), indicando que a 
polimerização foi importante na redução da antigenicidade da β-Lg.  
Os digeridos das amostras nas quais foi adicionada Cys, nas 
concentrações de 0,1 ou 0,25 mol L-1, não foram reconhecidos pelas IgE 
específicas (Figura 15B, colunas 6 e 9). Estes resultados podem ser devidos ao 
rompimento das ligações dissulfeto, que possibilitaram a ação das enzimas 
digestivas nas regiões de epítopos. A resposta foi semelhante para os digeridos 
das amostras polimerizadas na presença de Cys (Figura 15B, colunas 7, 8, 10 e 
11), sugerindo que a polimerização na presença de Cys não afetou a clivagem dos 
determinantes antigênicos. 
Além do estudo com o soro dos animais sensibilizados com a β-Lg N, 
avaliou-se também se a proteína que apresentou menor resposta antigênica, β-Lg 
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0,25Cys 25TG, poderia alterar o padrão de resposta quando utilizada na fase de 
sensibilização de animais. 
 A resposta de IgE específica presente no soro de animais 
sensibilizados com β-Lg 0,25Cys 25TG frente às amostras intactas ou digeridas 
pelas enzimas gastrintestinais está apresentado na Figura 16. Em relação às 
amostras não digeridas (Figura 16A), as IgE específicas reconheceram a β-Lg N e 
as amostras tratadas termicamente ou na presença de Cys, polimerizadas ou não 
pela TG (Figura 16A, colunas 1-10). A proteína usada na sensibilização (β-Lg 
0,25Cys 25TG) também foi reconhecida (Figura 16A, coluna 11). Porém, o 
reconhecimento da fração correspondente ao monômero da β-Lg foi menos 
intenso do que o observado quando a análise foi realizada com o soro dos animais 
sensibilizados com a β-Lg N (Figura 15A).  
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Figura 16. Reatividade da IgE nos soros dos animais sensibilizados com β-Lg 0,25Cys 25TG 
frente as amostras não digeridas (A) e digeridas por pepsina e pancreatina (B). Colunas: (1) β-Lg 
N; (2) β-Lg TT 80 ºC; (3) β-Lg TT 10TG; (4) β-Lg TT 25TG; (5) β-Lg TT 50 ºC; (6) β-Lg 0,1Cys; (7) 
β-Lg 0,1Cys 10TG; (8) β-Lg 0,1Cys 25TG; (9) β-Lg 0,25Cys; (10) β-Lg 0,25Cys 10TG; (11) β-Lg 
0,25Cys 25TG  
(A) 
(B) 
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Não foram marcadas bandas referentes ao digerido da β-Lg 0,25Cys 
25TG (Figura 16B, coluna 11), indicando que as IgE não reconheceram a proteína 
que foi utilizada na sensibilização dos animais, quando digerida, sugerindo que a 
digestão reduziu a antigenicidade da amostra. As IgE específicas reconheceram o 
digerido da β-Lg N (Figura 16B, coluna 1), porém, em menor intensidade foi mais 
fraco do que o observado quando a análise foi realizada com o soro dos animais 
sensibilizados com a β-Lg N (Figura 15B, coluna 1). Já os digeridos das amostras 
tratadas termicamente não foram reconhecidos pelas IgE específicas (Figura 16B, 
colunas 2 e 5), ao contrário do observado para os soros dos animais 
sensibilizados com a β-Lg N (Figura 15B, colunas 2 e 5). Isto sugere que a 
polimerização na presença de Cys podem ter causado alterações importantes na 
estrutura da β-Lg, e a sensibilização de animais com esta proteína modificada 
gerou IgE específicas que não reconheceram os digeridos da β-Lg TT 80 ºC e 50 
ºC (Figura 15B, colunas 2 e 5). Os digeridos das amostras polimerizadas pós-
tratamento térmico e das amostras na presença de Cys, polimerizadas ou não 
com a TG (Figura 16B, colunas 3, 4, 6-11) não foram reconhecidos pelas IgE 
específicas, o que também foi observado para os soros animais sensibilizados 
com a β-Lg N (Figura 15B, colunas 3 e 4), sugerindo que o potencial antigênico 
das amostras também foi reduzido pela ação da pepsina e pancreatina. 
Os animais sensibilizados com β-Lg 0,25Cys 25TG produziram IgE 
específicas que reconheceram a própria proteína sensibilizante, assim como as 
demais amostras estudadas. Porém, o padrão de resposta antigênica ao 
monômero da β-Lg foi alterado, pois foi reconhecido com menor intensidade do 
que quando utilizado o soro dos animais sensibilizados com β-Lg N. Já com os 
digeridos, o padrão de resposta antigênica foi alterado principalmente para os 
digeridos de β-Lg tratada termicamente e não polimerizada com TG, que deixaram 
de ser reconhecidos pelas IgE específicas presentes no soros dos animais. 
No presente estudo, observou-se que a redução da antigenicidade dos 
digeridos está relacionada à maior digestibilidade in vitro das amostras. As 
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amostras de β-Lg N, β-Lg TT 50 ºC e β-Lg TT 80 ºC, que foram mais resistentes 
às enzimas gastrintestinais, foram reconhecidas como antígenos, enquanto que as 
amostras que apresentaram valores de digestibilidade elevados apresentaram 
redução da antigenicidade. Esta relação também foi observada nos estudos de 
Iametti et al. (2002) e Kim et al. (2007), que hidrolisaram a β-Lg com enzimas 
gastrintestinais e avaliaram a antigenicidade pelo método ELISA, com soro de 
pacientes sensibilizados pela proteína.  
A antigenicidade dos digeridos é dependente da massa molar dos 
peptídeos obtidos (VAN HOEYVELD et al. 1998). Otani e Hosono, (1990) e 
Nakamura, Sado e Syukunobe (1993) mostraram que peptídeos com massa molar 
menores que 3,5 kDa, obtidos da hidrólise de caseína e proteínas do soro de leite, 
não provocaram resposta alérgica mediada por IgE. Van Beresteijn et al. (1994) 
verificaram, que peptídeos de massa molar abaixo de 3 kDa não são capazes de 
provocar imunogenicidade e alergenicidade. Van Hoeyveld et al. (1998) relataram 
que peptídeos com massa molar abaixo de 1,4 kDa não se complexaram as IgE 
presente de pacientes sensibilizados por proteínas do leite bovino.  
No entanto, no presente estudo, observou-se que os digeridos que não 
foram reconhecidos pelas IgE específicas presentes no soro dos animais 
sensibilizados com β-Lg N ou β-Lg 0,25Cys 25TG (Figura 11, colunas 3, 4, 6-11) 
apresentaram peptídeos com massa molar até 26 kDa. Os digeridos das amostras 
β-Lg TT 10TG e β-Lg TT 25TG apresentaram produtos de alta massa molar que 
também não foram reconhecidos pelas IgE. Pela técnica utilizada (Imunoblote), 
sugere-se que a diminuição do reconhecimento não foi apenas consequência da 
diminuição da massa molar, mas também às alterações estruturais causadas pela 
polimerização, que resultaram no mascaramento ds epítopos.  
Todas as amostras, polimerizadas ou não com TG, apresentaram 
reatividade frente às IgE. Porém, após a simulação da digestão, as amostras 
polimerizadas após tratamento térmico ou na presença de Cys, como também a β-
Lg  na  presença de Cys não apresentaram reatividade, sugerindo que a 
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polimerização, a desnaturação química e também os dois processos associados 
podem promover alterações que facilitam a ação das enzimas digestivas, clivando 
os epítopos. Os resultados mostraram-se promissores, uma vez que fórmulas 
infantis hidrolisadas, apesar da ampla utilização, ainda podem apresentar 
atividade antigênica decorrente de material não ou parcialmente hidrolisado, 
proveniente principalmente da  β-Lg (RESTANI  et al., 1995; CLARE et al., 2007). 
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6. Conclusões 
 
A desnaturação por tratamento térmico ou por agentes redutores, 
seguida da reação de polimerização pela enzima TG levou à formação de 
polímeros de β-Lg de alta massa molar (acima de 97,4 kDa). A presença de 
agentes redutores foram os que mais favoreceram a polimerização. 
A desnaturação por agentes redutores e a polimerização pela TG, na 
presença de Cys ou DTT, mostraram ser os métodos mais efetivos no aumento da 
digestibilidade da β-Lg.  
A polimerização da β-Lg na presença de agente redutor Cys, na 
concentração de 0,25 mol L-1, promoveu alterações que levaram ao menor 
reconhecimento da β-Lg pelas IgE específicas presente nos soros dos animais 
sensibilizados. Estes resultados sugerem que a polimerização na presença de 
agente redutor Cys pode reduzir o potencial antigênico da β-Lg ao modificar e/ou 
ocultar regiões de epítopos na proteína.  
A presença de Cys e a polimerização por TG em ambas as condições 
estudadas provocaram mudanças estruturais que facilitaram a clivagem da β-Lg 
pelas enzimas digestivas, e geraram peptídeos com baixo potencial antigênico, 
comparados aos digeridos da proteína nativa.  
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